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Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit werden die molekularen Abläufe bei der Regeneration von 
Nervenzellen nach einer C2-Läsion am Versuchstier Ratte beschrieben. Da das 
zentrale im Gegensatz zum peripheren Nervensystem nach einer Läsion nicht 
regeneriert, wird besonders auf die Unterschiede zwischen dem zentralen und dem 
peripheren Nervensystem Wert gelegt. Insbesondere sollten erste Untersuchungen 
mit der Methode des ‚gene-fishing’ mittels Atlas cDNA Expression Arrays 
durchgeführt werden, daher wird ausführlich auf dieses Verfahren eingegangen. Zum 
anderen werden genauere Untersuchungen des Proteins Neurodap1 diskutiert, da 
sich dieses Protein im Verlauf der Experimente als besonders interessant zeigte. Das 
Protein Neurodap1 findet sich hauptsächlich in den großen Nervenzellen und ist mit 
der postsynaptischen Dichteregion (PSD) assoziiert. 
 
Für die Analyse des ersten Teils der vorliegenden Arbeit wird das etablierte  
C2-Hemisektionsmodell verwendet. Nach halbseitiger Durchtrennung des 
Rückenmarkes in Höhe des zweiten Halswirbelkörpers wurde das 
Expressionsverhalten der operierten und der nicht operierten Seite am Beispiel des 
Nucleus ruber verglichen. Hierzu wurden die Nuclei rubri ausgestanzt, ihre RNA 
isoliert und diese nach Umwandlung in cDNA amplifiziert. Nach radioaktivem 
Markieren der cDNA wurde diese an den Atlas cDNA Expression Array hybridisiert. 
Die auf diese Weise radioaktiv markierten Punkte des Arrays färbten einen 
Röntgenfilm, wodurch auf das Vorhandensein dieser RNA im ausgestanzten Nucleus 
ruber geschlossen werden konnte. Die Arrays besaßen auch Spots für 
Haushaltsgene, welche in allen Zellen gleich häufig sind und die daher sowohl beim 
Array der operierten als auch dem der nicht operierten Seite in gleicher Intensität 
hätten auftreten müssen. Dies war bei unserer Untersuchung in mehreren 
Vergleichen nicht der Fall, weshalb mit dieser gene fishing Methode nur Gene 
identifiziert werden konnten, welche nach Axotomie mit Sicherheit verstärkt exprimiert 
werden. Der Vergleich mit der Literatur bestätigte die Aussagekraft des Arrays, da 
sich in unseren Experimenten viele Gene fanden, welche bereits als nach zentraler 
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Läsion verstärkt exprimiert beschrieben worden waren, z.B. Excitatory amino acid 
transporter 1 (EAAT1), Brain fatty acid-binding protein (B-FABP) und Neuron-specific 
Enolase (NSE). Mit den cDNA Arrays kann eine große Menge an Genen zeitgleich 
untersucht werden, das Ergebnis muss allerdings zwingend durch ein etabliertes 
molekularbiologisches Verfahren verifiziert werden, wie im nächsten Teil der Arbeit 
gezeigt wird. 
 
Unter den verstärkt exprimierten Genen fand sich auch das Protein Neurodap1, 
welches in der Literatur mit verminderter Expression nach Axotomie im Peripheren 
Nervensystem beschrieben wird. Das Expressionsverhalten dieses Gens nach 
zentraler im Gegensatz zu peripherer Nervenläsion wurde im zweiten Teil der 
vorliegenden Arbeit mittels in situ-Hybridisierungen untersucht. Dazu wurde neben 
dem bereits oben beschriebene C2-Hemisektionsmodell für das periphere 
Nervensystem das ebenfalls etablierte Fazialismodell verwendet, bei dem der VII. 
Hirnnerv nach seinem Austritt aus der Schädelbasis auf einer Seite durchtrennt wird. 
Durch Vergleich der zugehörigen Hirnnervenkerne konnten auch hier Unterschiede 
zwischen der operierten und der nicht operierten Seite gefunden werden. Um 
zusätzlich die Abhängigkeit des Expressionsverhaltens von Neurodap1 von der zur 
Verfügung stehenden Regenerationsdauer zu untersuchen, wurden bei 
verschiedenen Tieren unterschiedliche lange Zeiträume zwischen dem Setzen der 
Läsion und der Untersuchung des Tieres gewählt. Für die in situ-Hybridisierungen 
wurden zunächst Neurdap1-spezifische RNA-Sonden hergestellt. Dazu wurde die 
Neurodap1-DNA isoliert und aufgereinigt, bevor sie in einen Vektor kloniert wurde 
und schließlich mit Midipräparation und anschließender In vitro-Transkription RNA-
Sonden hergestellt wurden.  
 
Für die in situ-Hybridisierungen wurden Gewebsschnitte der verschiedenen 
operierten Ratten in Höhe des Nucleus ruber für das ZNS und in Höhe des Nucleus 
facialis für das PNS hergestellt. Mit der anschließenden in situ-Hybridisierung konnte 
Neurodap1 auf den Schnitten identifiziert und durch Vergleich der operierten und der 
nicht operierten Seite das Expressionsverhalten von Neurodap1 untersucht werden. 
Hierbei zeigte sich, dass die verminderte Expression der mRNA von Neurodap1 nach 
Axotomie im peripheren Nervensystem in Abhängigkeit von der Regenerationszeit 
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regredient ist. Nach einer Zeitdauer von ca. 21 Tagen findet man fast keinen 
Unterschied im Expressionsverhalten der beiden Seiten mehr. Im zentralen 
Nervensystem zeigten die in situ-Hybridisierungen ebenfalls eine verminderte 
Expression von Neurodap1 nach Axotomie, was im Gegensatz zum Ergebnis des 
Atlas cDNA Expression Arrays steht. Gründe für die Abweichung vom etablierten 
Verfahren der in situ-Hybridisierung könnten sein, dass die Sequenz auf dem Array 
nicht spezifisch für Neurodap1 ist, die radioaktive Markierung der DNA nicht 
gleichmäßig stattgefunden hat oder es sich einfach nur um Hintergrund handelte und 
falsch positiv war. Die Geninhibition war in der in situ-Hybridisierung am ersten 
postoperativen Tag genauso hoch wie nach acht Wochen, wie der Zeitverlauf zeigte. 
Hier konnte ein deutlicher Unterschied im Expressionsverhalten zwischen dem 
peripheren und dem zentralen Nervensystem gezeigt werden. Die durchgeführten 
Untersuchungen lassen die Möglichkeit offen, den Unterschied in der 
Regenerationsfähigkeit der Nervensysteme durch eine geeignete Medikation 
aufzuheben.  
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1. Einleitung 
 
 
1.1 Das Querschnittssyndrom - Historie und Klinik 
 
Das Querschnittssyndrom bezeichnet eine Kombination von Symptomen, welche 
nach Unterbrechung der spinalen Nervenleitung aus unterschiedlichen Gründen 
auftritt. Die mit Abstand häufigste Ursache sind dabei Unfälle. In Deutschland gibt es 
zurzeit ca. 80.000 Menschen, die unter einem traumatisch bedingten 
Querschnittssyndrom leiden, es kommen ca. 1200 jedes Jahr hinzu [AFQ, 2003; 
DEUTSCHE STIFTUNG QUERSCHNITTSLÄHMUNG, 2009]. Die Inzidenz in den USA ist 
deutlich größer aufgrund der dort vermehrt vorkommenden Schussverletzungen 
[DEVIVO, 1997;  MCDONALD, 1999;  THE NATIONAL SCI STATISTICAL CENTER, 2001]. In 
der Konsequenz hat dies zur Einrichtung der Facharzt-Zusatzbezeichnung „Spinal 
Cord Medicine“ geführt. 
 
Klinisch kommt es unmittelbar nach dem Trauma zur Phase des spinalen Schocks. 
Sie ist gekennzeichnet durch einen völligen Ausfall motorischer, sensibler und 
vegetativer Funktionen unterhalb der Verletzung. In der Folge schließen sich 
Kreislaufregulationsstörungen, Herzrhythmusstörungen, eine Atonie der Harnwege 
und des Magen-Darm-Traktes mit einer Ileussymptomatik sowie Entgleisungen des 
Elektrolythaushaltes, Störungen der Körpertemperaturregelung und sekretorische 
Störungen wie Hyperglykämie an. Vier bis sechs Wochen nach dem Trauma klingt 
der spinale Schock ab, und es kommt zum chronischen Querschnittssyndrom. 
Aufgrund der fehlenden zentralen Steuerung entstehen pathologische Reflexe und 
das Syndrom der Spastik distal der Schädigung. Der Muskeltonus ist erhöht, 
Pyramidenbahnzeichen und gesteigerte Muskeleigenreflexe treten auf. Die Patienten 
leiden unter Sensibilitätsverlust und Inkontinenz [GERNER, 1992]. Eine Systematik zur 
Einschätzung des Schadens bietet die Klassifikation nach Frankel, welche von der 
American Spinal Injury Association (ASIA) modifiziert wurde [SCHWERDTFEGER ET AL., 
2004]. Sie beurteilt die motorische und sensible Funktion unterhalb der 
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Verletzungshöhe und klassifiziert in die Schweregrade A bis E. A bedeutet hierbei, 
dass keine sensible oder motorische Funktion unterhalb der Verletzungshöhe 
vorhanden ist, E, dass eine vollständige Erholung stattgefunden hat. 
 
Während die Überlebensrate nach akutem Rückenmarkstrauma bis zum 2. Weltkrieg 
noch unter 5 % lag, konnte sie in der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts auf über 
95 % gesteigert werden [SCHWAB ET AL., 2004]. Dies ist vor allem den Arbeiten von 
Sir Ludwig Guttmann zu verdanken, der die falsche Behandlung der Folgen der 
Lähmung erkannte und stattdessen mit dem „Comprehensive Care“ ein Programm 
der lebenslangen Nachsorge erstellte [GUTTMANN, 1956]. Nachdem in den 70er 
Jahren noch eine konservative Frakturbehandlung mit Liegezeiten von 12 Wochen 
üblich war, führt heute eine Stabilisierung der Wirbelsäule und operative 
Dekompression des Rückenmarks zu einer Frühmobilisierung nach wenigen Tagen. 
Neben der operativen Therapie ist die zweite sehr wichtige Säule bei der Behandlung 
von Rückenmarksgeschädigten die Physiotherapie, um Restfunktionen zu erhalten 
und motorische Grundfunktionen zumindest partiell wiederherzustellen. Obwohl die 
Rehabilitation zu einer weitgehenden Rückkehr in die Selbständigkeit und die 
Wiedereingliederung in das soziale Umfeld führt, behalten die meisten 
Rückenmarksgeschädigten ein lebenslanges Handicap bei. Dies führt neben dem 
volkswirtschaftlichen Schaden vor allem zu erheblichen psychosozialen Problemen, 
da es sich meist um junge Patienten handelt - das Durchschnittsalter liegt bei 30 
Jahren -, deren Leben sich durch einen Verkehrs-, Sport- oder Arbeitsunfall 
schlagartig ändert [NOTH UND NACIMIENTO, 1999]. 
 
Aufgrund der Bedeutung des Querschnittsyndroms in der Medizin mit der langen 
Reihe an Folgeproblemen ist es sehr wichtig zu erforschen, wie eine Behandlung 
aussehen könnte, welche direkt an der Ursache und nicht an den Symptomen 
ansetzt. Hierbei ist die zentrale Schlüsselfrage, warum das zentrale Nervensystem im 
Gegensatz zum peripheren Nervensystem nicht regeneriert. Die experimentelle 
Paraplegiologie geht dieser Frage auf den Grund. Mit dem Verständnis für die 
molekularbiologischen Vorgänge bei Rückenmarksläsionen können Therapie-
optionen entwickelt werden, welche dem Patienten eines Tages helfen, zu einer 
weitgehend vollständigen Restitution nach dem Trauma zu gelangen.  
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1.2 Pathophysiologische Grundlagen 
 
Um die Ansatzpunkte in der Erforschung der pathophysiologischen Vorgänge nach 
Axotomie im zentralen Nervensystem nachvollziehen zu können, müssen zunächst 
die entsprechenden Vorgänge im peripheren Nervensystem dargestellt werden. 
 
Schon im frühen 20. Jahrhundert beschrieb Ramon y Cajal die fehlende 
Regenerationsmöglichkeit des zentralen Nervensystems (ZNS) im Gegensatz zum 
peripheren (PNS) [RAMÓN Y CAJAL, 1928]: Im PNS kommt es nach Axotomie zur 
sogenannten Wallerschen Degeneration [WALLER, 1850]. Heute weiß man, dass im 
PNS lokale, proliferiende Schwannsche Zellen eine sehr wichtige Rolle bei der 
Regeneration besitzen. Sie bilden als sogenannte Büngnersche Bänder 
Leitstrukturen für die aussprossenden Nervenfasern [BUNGE, 1993; GILMORE UND 
SIMS, 1995]. Über das Blut wandern Makrophagen ein und räumen zusammen mit 
den Schwannschen Zellen und ortsständigen Makrophagen die degenerierenden 
Axone distal der Läsion ab [BÄHR UND BONHOEFFER, 1994;  BUNGE, 1993]. 
Neurotrophe Faktoren, Zytokine, also Entzündungsmediatoren sowie extrazelluläre 
Matrix- und Zelladhäsionsmoleküle [NACIMIENTO ET AL., 1999] schaffen ein 
regenerationsförderndes molekulares Milieu, indem in einer festen Zeitfolge 
zahlreiche Moleküle exprimiert werden [BÄHR UND BONHOEFFER, 1994;  BUNGE, 1993; 
GILLEN ET AL., 1997;  RAIVICH UND KREUTZBERG, 1993]. 
 
Proximal der Läsion wird in den Zellkernen das molekulare Programm durch 
Geninhibition und -induktion, also Herunter- und Heraufregulierung von Genen, 
gesteuert [BOSSE ET AL., 2006]. Dies führt zu einer erhöhten Produktion von 
regenerationsassoziierten Molekülen und Strukturproteinen [BÄHR UND BONHOEFFER, 
1994;  KREUTZBERG, 1982], welche mittels axonalem Transsport zur Läsion gebracht 
werden. Ein sehr wichtiges Beispiel für ein solches Protein ist GAP-43 (auch bekannt 
unter dem Namen B-50), das an der Neubildung von Synapsen beteiligt ist 
[KAPFHAMMER UND SCHWAB, 1994;  NACIMIENTO ET AL., 1993;  OESTREICHER ET AL., 
1997]. 
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Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist die Situation eine andere: Im Gegensatz zum 
peripheren ist es nicht in der Lage, eine langfristige Regeneration herbeizuführen. Es 
zeigte sich jedoch in vielen Untersuchungen, dass in der frühen postläsionalen 
Phase ein molekulares Regenerationsprogramm stattfindet [BÄHR UND BONHOEFFER, 
1994;  HERDEGEN ET AL., 1997;  SCHMITT ET AL., 1999;  TETZLAFF ET AL., 1991; TETZLAFF 
ET AL., 1994]. Im Vordergrund dieser Untersuchungen stand die Induktion von mit 
neuronaler Regeneration assoziierten Genen, wie zum Beispiel GAP-43/B-50 und 
vorgeschalteten Transkriptionsfaktoren wie c-jun sowohl beim Versuchstier Ratte 
[NACIMIENTO ET AL., 1999] als auch beim Menschen [SCHMITT ET AL., 2003]. Das ZNS 
besitzt also eigentlich doch die Möglichkeit der Regeneration. Es kommt dennoch 
nicht zu einer längerfristigen Besserung, da zum einen die Aktivitäten zeitlich und 
quantitativ limitiert sind, zum anderen die ZNS-Glia hemmenden Einfluss auf die 
Regenerationsbemühungen ausübt [FAWCETT UND GELLER, 1998;  GIMÉNEZ Y RIBOTTA 
UND PRIVAT, 1998;  OLSON, 1997;  SCHWAB UND BARTHOLDI, 1996;  STICHEL UND 
MÜLLER, 1998 A;  STICHEL UND MÜLLER, 1998 B;  TELLO, 1911]. Da im Gegensatz zum 
PNS die Glia im ZNS aus myelinbildenden Oligodendrozyten, Astrozyten und 
Mikrogliazellen besteht [KIMELBERG UND NORENBERG, 1994;  KREUTZBERG, 1996; 
MÜLLER ET AL., 1996;  REIER ET AL., 1989;  SCHMITT ET AL., 1998], kommt es nur zu 
einem abortiven Sprouting der Axone in einem Bereich von wenigen Millimetern 
[OLSON, 1997;  SCHWAB UND BARTHOLDI, 1996;  STICHEL UND MÜLLER, 1998 A]. Die Glia 
übt dabei den hemmenden Einfluß zum Beispiel durch die sogenannten CSPG 
(Chondroitinsulphat-Proteoglykane) [KWOK ET AL., 2008] und Tenascin [MCKEON ET 
AL., 1991; ZHANG ET AL., 1995] aus. 
 
In den Untersuchungen des zentralen Nervensystems zeigte sich daneben, dass sich 
die einzelnen Regionen hinsichtlich des Reaktionsmusters sehr voneinander 
unterscheiden. So atrophieren die Neurone des Nucleus ruber [BROOK ET AL., 1997; 
MCBRIDE ET AL., 1989], während die Neurone des Clarke´s Nucleus absterben [BÄHR 
UND BONHOEFFER, 1994;  BROOK ET AL., 1998;  MCBRIDE ET AL., 1988] und die Neurone 
des motorischen Kortex strukturell intakt bleiben [MCBRIDE ET AL., 1989]. Daneben 
scheint es dem ZNS an Molekülen zu mangeln, die das Wachstum von Axonen 
fördern. Dies konnte aber durch Injektion der neurotrophen Faktoren BDNF und 
GDNF [RAMER ET AL., 2000] bzw. cAMP [NEUMANN ET AL., 2002] ausgeglichen und so 
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ein Wachstum von Axonen erzielt werden. Die unterschiedlichen Regenerations-
ansätze zwischen dem peripheren und dem zentralen Nervensystem sind in 
Abbildung 1.1 schematisch dargestellt. 
 
 
Abb. 1.1 : Zellpathologische Ereignisse nach Rückenmarktrauma. [NACIMIENTO ET AL., 1999] 
Oben : Im zentralen Nervensystem findet ein nur kurzzeitiges und wenig robustes, 
molekulares Regenerationsprogramm statt, das je nach Zellpopulation zu Atrophie oder 
Zelltod führt. 
Unten : Im peripheren Nervensystem kommt es zu einer funktionellen Restitution.  
 
Eingehende Untersuchungen des zentralen Nervensystems im Bereich der Läsion 
zeigen, dass es in der frühen postläsionalen Phase zu einer starken Ödembildung 
mit Nekrose von Neuronen und Entzündungsreaktion durch Infiltration von 
Granulozyten kommt [BLIGHT, 1992;  DUSART UND SCHWAB, 1993;  KREUTZBERG, 1996]. 
Im weiteren Verlauf wandern Makrophagen aus dem Blut sowie aktivierte 
Schwannsche Zellen aus dem PNS über die angrenzenden spinalen Wurzeln ein 
[BEATTIE ET AL. 1997;  BROOK ET AL., 1998;  SCHWAB UND BARTHOLDI 1996]. Mit ihrer 
Hilfe bilden zu Makrophagen transformierte Gliazellen ein longitudinal ausgerichtetes 
Netzwerk aus, welches die Regeneration fördert, indem es den aussprossenden 
Axonen als Leitschiene dient, ähnlich den Büngnerschen Bändern im PNS. Die 
aussprossenden Axone gelangen aber nicht über die Läsionsstelle hinaus [BROOK ET 
AL., 1998 JUL;  SCHWAB UND BARTHOLDI, 1996]. 
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Nach ca. 4 Wochen nimmt die Entzündungsreaktion ab, und es bildet sich mit Hilfe 
von aktivierten fibrillären Astrozyten und Fibroblasten eine Narbe aus [GIMÉNEZ Y 
RIBOTTA UND PRIVAT, 1998; KAKULAS UND TAYLOR, 1992]. Danach tritt eine Hemmung 
der weiteren Regeneration auf, zum einen aufgrund der mechanischen Barriere 
[REIER ET AL., 1989], zum anderen durch die Expression molekularer Faktoren 
[FAWCETT, 2009; SCHWAB, 2004; STICHEL UND MÜLLER, 1998]. Zu diesen gehört das 
Protein NoGo-A. Es findet sich in Oligodendrozyten, nicht aber in Schwannschen 
Zellen [JOSEPHSON ET AL., 2001; CHEN ET AL, 2000;  PRINJHA ET AL, 2000;  GRANDPRE 
ET AL., 2000]. Weiterhin gehört zu den myelinassoziierten regenerationshemmenden 
Molekülen das MAG (Myelin Assoziiertes Glykoprotein) [LIU ET AL., 2002;  
MCKERRACHER ET AL., 1994] und OMGp/Arretin (Oligodendrozyten-Myelin 
Glykoprotein) [KHAN ET AL., 1990;  MCGEE UND STRITTMATTER, 2003;  MIKOL UND 
STEFANSSON, 1988;  MIKOL ET AL., 1990]. Beide binden wie das NoGo-A an den NoGo-
Rezeptor (NgR), der einen Ansatzpunkt zu Therapiemöglichkeiten durch die 
Blockierung der Bindung der Liganden an den Rezeptor bietet [GRANDPRE ET AL., 
2002]. In Abbildung 1.2 sind die Vorgänge im Bereich der Läsion schematisch 
dargestellt.  
 
 
Abb. 1.2 : Pathophysiologie des Läsionsbereiches.[aus NACIMIENTO ET AL., 1999] 
Nach lokalen axonalen Regenerationsbemühungen zu Beginn kommt es zur Ausbildung 
einer Narbe, welche eine zusätzliche Barriere für die Wiederherstellung darstellt. 
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1.3 Das Versuchsmodell für das zentrale Nervensystem 
 
Für die hier beschriebenen Experimente wurde auf das etablierte C2-
Hemisektionsmodell [SCHMITT ET AL., 2003] zurückgegriffen. Dabei wird das 
Rückenmark der Ratten auf Höhe des zweiten Halswirbelkörpers halbseitig 
durchtrennt und den Ratten anschließend variable Regenerationszeiten gegeben. Da 
das Rückenmark in der mittleren Sagittalebene achsensymmetrisch ist, können die 
Veränderungen durch die Nervendurchtrennung direkt mit der intakten Seite 
verglichen werden [GOLDBERGER ET AL., 1993]. Eine eventuelle Beeinflussung der 
nicht operierten Seite durch kreuzende Fasern der operierten Seite kann man durch 
Kontrollen mit unoperierten Tieren bestimmen. Unter den Nervenkernen, welche sich 
nach der Nervendurchtrennung um Regeneration bemühen, eignet sich der Nucleus 
ruber zur Untersuchung: 
 
 
Abb. 1.3 : Lage des Nucleus ruber. Schematische Darstellung eines koronaren Schnittes 
durch das Hirn der Ratte [ MODIFIZIERT NACH PAXINOS UND WATSON, 1986] 
RPC = Nucleus ruber, Pars parvocellularis; RMC = Nucleus ruber, Pars magnocellularis; 
SNR = Substantia nigra; Aq = Aquäduct; DG = Gyrus dentatus. 
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Der Nucleus ruber ist ein Teil des Mesencephalons, das heißt des Mittelhirns, und 
liegt somit im Hirnstamm. Seine Bezeichnung als „roter Kern“ verdankt er seinem 
hohen Gehalt an Eisen in den Perikaryen. Er imponiert in Schnittbildern des Hirns als 
makroskopisch sichtbarer, runder, rötlicher Kern. 
 
Histologisch besteht er aus zwei Teilen, der größeren und rostral gelegenen Pars 
parvocellularis und der entwicklungsgeschichtlich älteren Pars magnocellularis. Der 
Nucleus ruber dient als wichtige Schaltstelle im motorischen System. Er erhält 
Afferenzen vom Cerebellum, den Colliculi superiores, dem Gyrus praecentralis, dem 
Pallidum, dem Thalamus und den Nuclei vestibulares. Während der kleinzellige 
Anteil den Nucleus olivaris der Medulla oblongata und die zentrale Haubenbahn 
versorgt, projiziert der großzellige Teil als Tractus rubrospinalis ins Rückenmark. 
Zuvor kreuzen sich die Fasern in der ventralen Haubenkreuzung [BENNINGHOFF A, 
1994;  WALDEYER, 2003].  
 
Funktionell ist der Nucleus ruber Teil einer Neuronenschleife, des „Guillain-Mollaret-
Dreiecks“. Diese beruht auf einem Feedback-Mechanismus, wodurch dem Nucleus 
ruber eine wichtige Rolle als Schaltzentrale im motorischen System zukommt. Erst 
dadurch ist eine präzise Bewegung der Extremitäten möglich. Aufgrund dieser 
Funktion führt eine Läsion des Nucleus ruber zu einem kontralateralen 
Intentionstremor mit Verminderung des Muskeltonus sowie zu choreachoreatisch-
athetotischen Bewegungen [WHISHAW ET AL., 1990].  
 
Der Nucleus ruber eignet sich hervorragend zur experimentellen Untersuchung der 
Regeneration im ZNS, weil er motorische Efferenzen ins Rückenmark liefert und 
außerhalb der unmittelbaren Entzündungsregion liegt, wenn die Hemisektion in Höhe 
von C2 stattfindet. Dies ist der Grund dafür, dass das Verhalten von rubrospinalen 
Neuronen schon vielfach in der experimentellen Paraplegiologie untersucht wurde. 
Dabei wurden bereits Ansatzpunkte für eine Therapie des Querschnittssyndroms 
gefunden. Eine Arbeitsgruppe um Tetzlaff konnte zum Beispiel zeigen, dass die 
Applikation von BDNF (brain derived neurotrophic growth factor) einer Atrophie der 
rubrospinalen Neurone nach Axotomie vorbeugt und die axonale Regeneration 
fördert [KOBAYASHI ET AL., 1997]. Darauf aufbauend konnte die Arbeitsgruppe um 
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Murray zeigen, dass die Transplantation von genetisch veränderten Fibroblasten, 
welche BDNF produzierten, zu einer verbesserten motorischen und sensorischen 
Funktion führt [KIM ET AL., 2001] Ein schematisches Bild des Versuchsmodells für das 
zentrale Nervensystem ist in Abbildung 1.4 zu sehen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.4 : Versuchsmodell für das zentrale 
Nervensystem. [modifiziert nach LIMAN, 2003] 
 
Schematische Darstellung der Faserverläufe 
des Nucleus ruber und Ort der Dissekation. 
 
 
 
1.4 Das Versuchsmodell für das periphere Nervensystem 
 
Um die Regeneration im peripheren Nervensystem zu untersuchen, wurde das in 
anderen Studien häufig verwendete Fazialismodell [SCHMITT ET AL., 2003; SCHWAIGER 
ET AL., 2000] benutzt. Es ist das am besten untersuchte Testsystem zur Evaluation 
von neurotrophen Faktoren [MORAN LB, GRAEBER MB, 2004]. Hierbei wird der VII. 
Hirnnerv (Nervus facialis) nach seinem Austritt aus der Schädelbasis auf einer Seite 
durchtrennt. Der Nervus facialis besitzt ausschließlich Efferenzen. Diese sind 
parasympathische, sensibel/sensorische und motorische Fasern, wobei der 
parasympathische und sensibel/sensorische Anteil auch als Nervus intermedius 
bezeichnet werden. Das motorische Kerngebiet liegt in der Pons, also im 
Metencephalon, das parasympathische im Myelencephalon.  
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Abb. 1.5 : Lage des Nucleus nervi facialis [aus LUY, 2005] 
Schematische Darstellung eines koronaren Schnittes durch den Hirnstamm der Ratte.  
7 = Nucleus nervi facialis; g7 = Genu nervi facialis; 4V = 4. Ventrikel. 
 
Der Nerv zieht seitlich der Brücke an die Gehirnoberfläche und tritt dann in die 
Felsenbeinpyramide ein. Hier gibt er den Nervus intermedius und den Nervus 
stapedius ab, bevor er durch das Foramen stylomastoideum aus der Schädelbasis 
tritt [BENNINGHOFF A, 1994;  WALDEYER, 2003]. Da der Nervus facialis paarig angelegt 
ist, kann man wieder durch direkten Vergleich der um Regeneration bemühten 
Nervenkerne die Unterschiede zwischen der axomierten und der nicht axomierten 
Seite erkennen. 
 
 
1.5  Genexpressionsanalyse 
 
Die Zellen eines Organismus besitzen alle dieselbe Erbinformation, unterscheiden 
sich aber abhängig von ihrer Funktion und äußeren Einflüssen in der Aktivierung 
der Gene. Die Aktivierung der Gene führt zur Synthese verschiedener Proteine, 
was als Genexpression bezeichnet wird. Die Untersuchung der Unterschiede in 
der Genexpression, welche eine wichtige Rolle für das Verständnis von 
Krankheiten und Regenerationsprozessen spielt, wird unter dem Begriff 
Genexpressionsanalyse zusammengefasst. Hier bediente man sich früher 
Methoden wie des Southern (DNA)-Blottings oder des Northern (RNA)- Blottings 
[SOUTHERN, 1975;  ALWINE ET AL., 1977]. Diese Methoden haben aber den Nachteil, 
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dass pro Versuch nur einzelne, bestimmte Gene untersucht werden können. 
Neuere Techniken, mit denen mehrere Gene gleichzeitig untersucht werden, sind 
das Differential Display [LIANG UND PARDEE, 1997] und die Serial Analysis of Gene 
Expression (SAGE) [VELCULESCU ET AL., 1995]. Die führende Rolle beim 
sogenannten „gene fishing“, dem Suchen von bestimmten und für die jeweilige 
Fragestellung wichtigen Genen aus einem großen Pool, spielen in den letzten 
Jahren die so genannten Arrays. Hier kann man in einem einzigen Versuch über 
tausend Gene gleichzeitig untersuchen. Man versuchte zunächst, so viele cDNAs 
wie möglich auf einen Array zu bringen, wobei jeweils diejenigen ausgesucht 
wurden, welche mit dem spezifischen Problem in Verbindung stehen. Dadurch 
wurden aber die Kosten für einen einzelnen Array sehr hoch und die Array-
Technologie nur in spezialisierten Labors möglich. 
 
 
1.6 Atlas cDNA Expression Arrays 
 
Atlas cDNA Expression Arrays der Firma Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, 
CA, USA sind Nylonmembranen, auf welche 1176 cDNAs aufgebracht worden 
sind. Dabei wurde vom Hersteller Wert darauf gelegt, Gene zu verwenden, 
welchen in der Literatur Schlüsselrollen in biologischen Prozessen zugeschrieben 
wurden. In der entsprechenden Gen-Liste wurden die Gene der besseren 
Übersicht wegen in funktionelle Gruppen unterteilt. Außerdem sind auf der 
Nylonmembran Plasmid und Bakteriophagen DNA als Negativkontrollen 
aufgebracht, um die Spezifität der Hybridisierung zu verstärken. Als 
Positivkontrollen dienen verschiedene so genannte „Haushaltsgene“. Diese 
kodieren für die Synthese von Proteinen, welche jede Zelle für ihren 
Grundmetabolismus braucht. Sie werden also nicht reguliert, sondern sind im 
wesentlichen konstant in den verschiedenen Geweben, unabhängig von äußeren 
Einflüssen wie den Entwicklungsstadien und etwaigen Krankheiten oder 
Regenerationsprozessen. Da die Arrays benutzt werden, um die Genexpression 
verschiedener Gewebe oder Zellen miteinander zu vergleichen, kann man die 
Haushaltsgene dazu verwenden, die unterschiedlichen Intensitäten der Signale zu 
normieren. So können z.B. Unterschiede in der Ausgangskonzentration oder der 
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Reinheit der eingesetzten RNA ausgeglichen und damit die Aussagekraft der 
Arrays erhöht werden. Dies belegen verschiedene Studien [BARRANS ET AL., 2001;  
SPANAKIS UND BROUTY-BOYÉ, 1994;  SPANAKIS, 1993].  
 
 
1.7 Das Protein Neurodap1 
 
Das Protein Neurodap1 wurde erstmals 1995 beschrieben [NAKAYAMA ET AL., 1995]. 
Sein Name „neurodegeneration associated protein“ unterstreicht seine Bedeutung 
bei der Regeneration von Nervenzellen. Folglich findet sich Neurodap1 bei der 
gesunden Ratte auch fast ausschließlich im Hirn und in geringen Mengen im Herz- 
und Skelettmuskel, nicht aber in anderen Organen wie Lunge, Leber, Nieren etc. 
Entdeckt wurde das Protein bzw. das zugehörige Gen durch die Arbeitsgruppe um 
Nakayama. Sie isolierte Gene, welche ein Regulation nach Axotomie im PNS 
zeigten, mittels subtraktiver Hybridisation. Neben vielen bekannten Genen konnte sie 
auch Neurodap1 isolieren und im Anschluss dessen Funktion im Nervensystem 
genauer untersuchen. 
 
Im Gehirn kommt Neurodap1 hauptsächlich in den großen Nervenzellen, wie den 
Pyramidalzellen im Zerebralkortex und Hippocampus und Purkinje-Zellen, vor. In der 
Zelle wird die höchste Konzentration an Protein um das Endoplasmatische Reticulum 
(ER) und den Golgi-Apparat sowie kleine Vesikeln und Zellmembranen gefunden. 
Daneben kommt Neurodap1 in der sogenannten postsynaptischen Dichteregion 
(postsynaptic density region, PSD) von axosomatischen Synapsen vor, allerdings 
nicht bei allen Nervenzellen. So fand es sich nur in 35% der PSDs im Nucleus nervi 
facialis, während es sich in allen PSDs des Zerebralkortex befand. Nakayama et al. 
(1995) konnten zeigen, dass Neurodap1 in allen Nervenzellen, deren Zellkörper und 
axosomatische Synapsen gut entwickelt sind, verstärkt vorkommt. 
 
Es ist eine Besonderheit des Neurodap1, dass das zugehörige, gleichnamige Gen 
die DNA-Sequenz für das RING-H2-Motiv, welches in der Zinkfingerfamilie 
kategorisiert ist [FREEMONT, 1993], kodiert. Dieses Motiv wird auch im Drosophila 
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melanogaster Gen „goliath“, das bei der Differenzierung von Mesodermalzellen in 
Muskelgewebe, Fettzellen und dem Herzen mitwirkt, gefunden [BOUCHARD UND CÔTÉ, 
1993;  MISHRA ET AL., 1997]. Das RING-H2-Motiv unterscheidet sich vom RING-Finger 
Motiv nur durch den Austausch einer Aminosäure. Diesem werden DNA-
Bindungseigenschaften zugeschrieben. Als Untergruppe der Zinkfinger-Familie 
gehören sie zu den Transkriptionsfaktoren, welche die Gene „anschalten“.  
 
Dem Protein Neurodap1 sehr ähnlich ist das humane Protein Praja-2 (PJA2), 
welches die Protein-Ubiquitinierung im Gehirn beeinflusst [YU ET AL., 2002]. 
 
Die Funktion von Neurodap1 scheint aufgrund des RING-H2-Motives  zum einen in 
der Proteinsortierung im Endoplasmatischen Reticulum zu liegen. Daneben besitzt 
es eine bedeutendere Funktion in der PSD, also bei der Ausbildung von 
axosomatischen Synapsen. Dies trifft aber nicht für alle Nervenzellen zu [NAKAYAMA 
ET AL., 1995]. In diesem Zusammenhang wurde auch die Funktion von Neurodap1 bei 
der Regeneration von Nervenzellen, allerdings nur im peripheren Nervensystem am 
Beispiel des Nervus facialis, untersucht. Hier zeigte sich, dass es nach Axotomie 
herunterreguliert ist, was im Einklang mit der Tatsache steht, dass im Falle einer 
Nervendurchtrennung die Anzahl der Synapsen abnimmt. 
 
In diesen Zusammenhang gehört der Begriff des „synaptic stripping“, der von 
Kreutzberg und anderen geprägt wurde [SCHIEFER ET AL., 1999 ]. Darunter versteht 
man die Entfernung von Synapsen von Perikaryen und Dendriten von betroffenen 
Nervenzellen nach Axotomie. Dies wurde bisher am intensivsten an Motoneuronen 
untersucht. Eine wichtige Rolle dabei spielt die Mikroglia als „Entzündungszellen“ des 
ZNS, allerdings werden auch aktivierte Astrozyten damit in Verbindung gebracht. Der 
genaue Signalübetragungsweg ist weitgehend unerforscht, scheint aber über MHC 
Klasse I Moleküle zu laufen [CULLHEIM S, THAMS S, 2007].   
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1.8 Zielsetzung und Aufbau der Arbeit 
 
Ziel dieser Arbeit war es, am Beispiel des Versuchstieres Ratte die molekularen 
Abläufe bei der Regeneration von Nervenzellen zu untersuchen. Dabei wurde 
besonderer Wert darauf gelegt, Unterschiede zwischen dem zentralen und dem 
peripheren Nervensystem aufzufinden, da das zentrale Nervensystem anders als das 
periphere anscheinend nicht in der Lage ist, nach Verletzungen zu regenerieren. 
 
Die Frage nach den Schlüsselgenen, welche durch eine veränderte Genexpression 
eine zentrale Rolle bei der Regeneration spielen, ist sehr komplex. Daher wurde 
zunächst mit dem neuen Verfahren der Array-Expressionsanalyse nach Genen 
gesucht, welche ihr Expressionsverhalten nach Hemisektion des Rückenmarks in 
Höhe C2 verändern. Das Augenmerk konnte hierdurch auf sehr viele, auch aus 
vollkommen anderen Bereichen bekannte, Gene gelegt werden. Damit verbunden 
war die Etablierung dieses neuen Verfahrens in unserer Arbeitsgruppe. 
 
Unter den Genen, welche im Array durch eine erhöhte Expression nach Hemisektion 
auffielen, fand sich das Protein Neurodap1, welches in der Literatur im peripheren 
Nervensystem mit verminderter Expression nach Axotomie beschrieben wird. 
 
Zur genaueren Erforschung der Expression der mRNA dieses Proteins mussten 
RNA-Sonden für Neurodap1 kloniert und hergestellt werden. Damit wurde zunächst 
das Expressionsverhalten im peripheren Nervensystem nach einer einseitigen 
Axotomie des Nervus facialis mittels in situ-Hybridisierung untersucht. Im Anschluss 
wurde im ZNS zunächst die Normalexpression von Neurodap1 im Nucleus ruber 
untersucht, bevor ein etwaiges unterschiedliches Verhalten in der Expression nach 
einseitiger Durchtrennung des Rückenmarks in Höhe C2 unter Verwendung der in 
situ-Hybridisierung aufgezeigt wurde. 
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Um den zeitlichen Verlauf der Regeneration bezüglich Neurodap1 zu erforschen, 
stand den Tieren sowohl beim Versuchsmodell für das periphere Nervensystem als 
auch beim Versuchsmodell für das zentrale Nervensystem unterschiedlich viel Zeit 
nach der Operation zur Verfügung. Die Regenerationszeiten lagen zwischen einem 
Tag und acht Wochen. Abbildung 1.6 zeigt die schematische Darstellung des 
Aufbaus der Dissertation. 
 
 
Abb. 1.6 : Schematische Darstellung des Aufbaus der Dissertation 
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2. Material und Methoden 
 
Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden der 
Präparation und Untersuchung von Proben des Rattenhirns dargelegt. Zunächst 
werden die an den Versuchstieren vollzogenen Operationen beschrieben, dann folgt 
die Beschreibung des cDNA Atlas Arrays und danach die Beschreibung der in situ-
Hybridisierung, mit der das Gen Neurodap1 genauer untersucht wurde. 
 
 
2.1 Versuchstiere 
 
Als Versuchstiere dienten ausgewachsene, männliche Sprague-Dawley-Ratten, die 
unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF) im Institut für Versuchstierkunde 
der RWTH Aachen gezüchtet worden waren. Sie wogen zu Versuchsbeginn etwa 
200 bis 250 g und wurden mit Trockenfutterpellets (Alleindiät RM 204, Firma 
Eggersmann, Rinteln) und zweifach ozoniertem, entkeimten und angesäuertem 
Wasser mit einem pH-Wert zwischen 4 und 5 ad libitum versorgt. Die Haltung 
erfolgte paarweise in Makrolon Typ 3-Käfigen mit entstaubtem Weichholzgranulat als 
Einstreu, der Tag/Nacht-Rhythmus betrug 12h:12h, das Raumklima war 
gekennzeichnet durch eine Temperatur von etwa 20°C und einer relativen 
Luftfeuchte von etwa 60%. Insgesamt wurden 46 Ratten als Versuchstiere 
verwendet, die wie folgt aufgeteilt waren: 
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Tabelle 2.1: Aufteilung der Versuchstiere auf die verschiedenen Gruppen 
Gruppe Operation Verwendung Anzahl der Tiere 
1 Fazialisdissektion in situ-Hybridisierung 9 
2 Spinale Hemisektion 
cDNA Atlas Arrays 14  
in situ-Hybridisierung 21 + 2 
 
 
Zwei Tiere in der Gruppe der spinalen Hemisektion verstarben während der 
Versuchsreihe. Sie wurden ersetzt, um eine Statistik im Zeitverlauf zu erreichen. 
 
 
 
2.2 Operationen 
 
Alle Operationen fanden mit Genehmigung der Tierschutzkomission (50.203.2 AC 
23, 21/00) der Bezirksregierung Köln und unter Aufsicht des Veterinäramtes der 
Stadt Aachen statt. Die Narkose erfolgte jeweils durch eine einmalige 
intraperitoneale Gabe von 350 mg/kg Körpergewicht des Hypnotikums Chloralhydrat 
(SIGMA), wobei die Narkosetiefe anhand des erloschenen Schmerzempfindens und 
des Ausfalls des Kornealreflexes bestimmt wurde. Während und unmittelbar nach 
der Narkose befanden sich die Ratten unter einer Rotlichtlampe, um eine 
Auskühlung zu vermeiden. 
 
Durch zwei unterschiedliche Operationsverfahren konnten das zentrale und das 
periphere Nervensystem genauer untersucht werden: Um ein Trauma des zentralen 
Nervensystems zu bewirken, wurde eine cervikale spinale Hemisektion durchgeführt. 
Dazu erfolgte nach etwa 2 cm langer Hautinzision entlang der Prozessi spinosi und 
anschließender Durchtrennung von Subkutis, Faszie und Muskulatur zur Freilegung 
der Wirbelkörperhinterseite eine dorsale Laminektomie des Wirbelkörpers C2. Unter 
mikroskopischer Kontrolle wurde die darunter liegende Dura mater und mit einem 
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geraden Einmalskalpell (Nr.11) das Rückenmark linksseitig durchtrennt. Nach der 
Blutstillung erfolgte schichtweise (Muskel, Faszie, Haut) die Naht der Wunde mit 
anschließender Desinfektion. 
 
Um ein Trauma des peripheren Nervensystems zu bewirken, wurde nach etwa 1 cm 
langer Hautinzision entlang des rechten Kieferwinkels der Ratte und anschließender 
Darstellung des Nervus facialis dieser unmittelbar nach seinem Austritt aus dem 
Foramen stylomastoideum mit einer Schere durchtrennt. Die Wunde wurde nach 
erfolgter Blutstillung genäht und desinfiziert. 
 
Der Erfolg der Operationen wurde in den folgenden Tagen durch den Ausfall der 
vegetativen und motorischen Funktionen überprüft. Bei den Ratten mit Trauma des 
ZNS konnte eine Lähmung der entsprechenden Körperhälfte beobachtet werden, bei 
den Ratten mit Trauma des PNS konnten die Schnauzhaare einseitig nicht bewegt 
werden. Die Tiere, bei denen eine cervikale spinale Hemisektion durchgeführt wurde, 
wurden 1, 4, 7, 14, 28, 42 oder 56 Tage nach der OP gehalten, um in einem 
Zeitverlauf zu untersuchen, ob sich die Regulation der Gene im Laufe der 
Regenerationszeit, die dem zentralen Nervensystem zur Verfügung stand, 
veränderte. Aus dem gleichen Grund wurden die Tiere, bei denen eine einseitige 
Fazialisdissektion stattfand 7,14 und 21 Tage nach der OP gehalten. 
 
 
2.3 Organentnahme 
 
Zur Entnahme des für die Untersuchung benötigten Gewebes wurden die Ratten mit 
einer intraperitoneale Gabe von 640 mg/kg Körpergewicht Chloralhydrat narkotisiert 
und anschließend mit etwa 100 ml isotoner NaCl-Lösung über die linke Herzkammer 
perfundiert. Dadurch trat der Exitus ein. Anschließend wurden das Rückenmark und 
das Hirn vorsichtig freipräpariert und nach der Entnahme sofort in flüssigem Stickstoff 
gekühlt und später bei –80°C aufbewahrt. 
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2.4 RNA-Präparation 
 
Um die regulierten Gene im Nucleus ruber mit Hilfe der „gene-fishing“-Methode zu 
finden, musste zunächst die RNA aus dem Nucleus ruber isoliert und gereinigt 
werden, dann musste sie in cDNA umgeschrieben und radioaktiv markiert werden, 
um anschließend mit den Nukleinsäuren des Arrays hybridisiert zu werden. Diese 
Schritte werden im Folgenden beschrieben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1 : Schematische Darstellung der 
Schritte, welche für die RNA-Präparation 
nötig sind. 
2.4.1 Isolation des Nucleus ruber 
 
Um den Nucleus ruber der operierten und der nicht operierten Seite zu isolieren, 
wurde das entnommene Hirn mit Hilfe eines Einbettmediums (LEICA) auf den 
Schneideblöcken eines Kryostaten (SLEE, MAINZ) fixiert. Hierbei, sowie bei allen 
folgenden Schritten, wurde mit Einmalhandschuhen und sterilen Gefäßen und 
Instrumenten sowie Säuberung der Arbeitsflächen mit einem RNAse-Inhibitor 
gearbeitet, um RNAse-freie Bedingungen zu gewährleisten. 
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Das fixierte Hirn wurde von rostral nach kaudal in Frontalschnitten mit einer 
Schichtdicke von 20 µm bei –10°C geschnitten, wobei der Verbleib in der 
Frontalebene und die anatomische Lokalisation der Schnitte durch Kontrollfärbungen 
mit Thionin, lichtmikroskopischer Untersuchung und Vergleich mit Hilfe eines 
Neuroanatomieatlas der Ratte [PAXINOS UND WATSON, 1986] sichergestellt wurde. 
Nach Erreichen des Nucleus ruber parvocellularis, wurde der Nucleus ruber auf 
beiden Seiten jeweils mit einer sterilen Kanüle (16G) ausgestanzt und in „Eppendorf 
Reaktionstubes“ bei –80°C aufbewahrt. Um eine größere Menge RNA als 
Ausgangsbasis zu haben, wurden die Nuclei rubri der operierten bzw. nicht 
operierten Seite von jeweils sieben Ratten verwendet. Zur Kontrolle, ob die 
Stanzzylinder die richtige Lage und Tiefe im Gewebe hatten und damit der 
vollständige Nucleus ruber ausgestanzt wurde, wurden vom restlichen Hirn 
Kontrollschnitte angefertigt, wiederum mit Thionin gefärbt und lichtmikroskopisch 
untersucht. 
 
 
2.4.2 Isolation der RNA 
 
Um die RNA aus dem Nucleus ruber des Stanzzylinders zu isolieren, wurde zunächst 
das Gewebe unter der Zugabe von 1 ml peq GOLD TriFast in einem Mörser 
homogenisiert, anschließend konnten die Nukleotidkomplexe bei Raumtemperatur 
vollständig dissoziieren. Es folgte die Phasentrennung, bei der nach Zugabe von 
200µl Chloroform das Gemisch in einem „Phase Lock Gel-Tube“ zentrifugiert (5 min; 
12.000 x g; 4°C) wurde. Neben einer Phenol-Chloroform-Phase, in der sich die DNA 
und Proteine befanden und einer Interphase, erhielt man zusätzliche eine obere, 
wäßrige Phase, in welcher sich die RNA befand. Diese wurde präzipitiert, indem der 
abpipettierten wäßrigen Phase 500 µl Isopropanol zugegeben und wiederum 
zentrifugiert (10 min; 12.000 x g; 4°C) wurde. Dadurch setzte sich die RNA als Pellet 
(tröpfchenförmiger Niederschlag) am Unterrand des Röhrchens ab. Dieses Pellet 
wurde nach Abdekantierung des Isopropanolüberstandes zweimal mit 70%igem 
Ethanol gewaschen, um überschüssige Salze zu entfernen, luftgetrocknet und 
anschließend in 10 µl DEPC-Wasser (Diethylpyrocarbonat) aufgenommen. 
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2.4.3 DNAse-Verdau 
 
Um die RNA noch weiter zu reinigen, wurde ein DNAse-Verdau durchgeführt. Hierzu 
wurde der RNA 2 µl 10X-PCR-Puffer (EUROBIO), 1 µl DNAse I (10 units/µl), 0,5 µl 
RNAsin (40 units/µl) sowie 6,5 µl DEPC-Wasser zugegeben und 30 min bei 37°C 
inkubiert. Nach Zugabe eines „Termination-Mixes“, bestehend aus 2 µl 0,1M EDTA 
mit einem pH-Wert von 8 und 2 µl Glycogen (1mg/ml) und eines Phenol-Chloroform-
Isoamylalkoholgemisches (25:24:1; pH 4,5) wurde wiederum zentrifugiert (10min; 
14.000 x g; 4°C) und danach nach Zugabe von 2 µl 2M NaOAc (pH 4,5) und 50 µl 
95%igem Ethanol auf Eis für 15 min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (30 min; 
14.000 x g; 4°C) und Abdekantierung, wurde das im Röhrchen verbliebene Pellet 
wiederum zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und dann in 4 µl DEPC-Wasser 
aufgenommen. 
 
 
2.4.4 cDNA Synthese 
 
Da der Array cDNA (copyDNA) benötigt, wurde die gereinigte RNA in einer Reverse-
Transkriptase-Reaktion in cDNA umgewandelt. Dies wurde nach dem Protokoll für 
die Erststrang Synthese aus dem Atlas SMARTTM Probe Amplification Kit (CLONTECH) 
durchgeführt: 
 
Jeweils 2 µl der gereinigten RNA-Lösung wurden mit 1 µl cDNA-Synthese-Primer 
(CDS-Primer) (10 µM), 1 µl SMART II Oligonukleotide (10 µM) und 1,5 µl DEPC-
Wasser vermischt und dann 8 Minuten bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Nach 
Zugabe eines MasterMixes, bestehend aus  5X First-Strand  Puffer,  DTT  (20 mM), 
 50X dNTP Mix (10 mM) sowie PowerScript reverse transcriptase (CLONTECH), wurde 
das Gemisch eine Stunde lang bei 42°C im Thermocycler inkubiert und dann auf Eis 
gestellt. Das Reaktionsprodukt wurde mit 40 µl TE Puffer (10 mM Tris (pH 7,6); 1 mM 
EDTA) verdünnt, bei 72°C für 8 Minuten gemischt und anschließend bei –20°C 
gelagert. 
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2.4.5 cDNA Amplifikation mit Long Distance (LD) PCR 
 
Um die Ausgangsmenge an cDNA zu erhöhen, wurde die cDNA mittels Long 
Distance (LD) PCR amplifiziert. Mit der PCR (Polymerasekettenreaktion) wird eine 
spezifische DNA-Menge vervielfacht. Die LD PCR wurde hinsichtlich der Anzahl der 
Zyklen der PCR optimiert. Dadurch wurde gewährleistet, dass die PCR nicht im 
Sättigungsbereich stattfand und die relative Repräsentation der Produkte die gleiche 
wie im Ausgangsmaterial war. 
 
Die LD PCR wurde nach dem Protokoll für cDNA Amplification by Long Distance (LD) 
PCR aus dem Atlas SMARTTM Probe Amplification Kit (CLONTECH) durchgeführt: Für 
jede cDNA-Probe wurden jeweils 2 Röhrchen mit 5 µl First-Strand cDNA und 37 µl 
H2O gemischt. Nach Zugabe von 8 µl eines MasterMixes, bestehend aus 10X 
Advantage 2 PCR Puffer, 50X dNTP Mix (10 mM), PCR Primern (10 µM) und 50X 
Advantage 2 Polymerase Mix, wurde für alle Röhrchen im Thermocycler das in 
Abbildung 2.2 skizzierte Temperatur-Programm verwendet: 
 
Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Programms der LD PCR 
 
Anschließend wurde ein Röhrchen von jeder Probe bei 4°C gelagert, mit dem 
anderen Röhrchen wurde die optimale Zyklenanzahl ermittelt, indem jeweils nach 
drei Zyklen 10 µl Aliquot entfernt und diese dann später in einem Ethidiumbromid-Gel 
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aufgetragen wurden. Nachdem so die optimale Anzahl von Zyklen bestimmt worden 
war, durchlief das zunächst bei 4°C gelagerten Röhrchen die entsprechende Anzahl 
von Zyklen. Der DNA- bzw. RNA-Gehalt einer Probe wurde photometrisch bestimmt. 
In Abbildung 2.3 ist die Optimierung der PCR dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.3 : Schematische Darstellung 
der Arbeitsschritte für die Optimierung 
der PCR ( modifiziert nach [PCR 
CDNA SYNTHESIS KIT USER MANUAL]) 
2.5  Optimierung der PCR 
  
Die Anzahl der notwendigen Zyklen einer PCR ist von den Randbedingungen des 
jeweiligen Experiments abhängig. Daher musste die PCR hinsichtlich der Anzahl der 
Zyklen auch im Rahmen dieser Arbeit optimiert werden. 
Nach der Synthese der cDNA aus der RNA der Nuclei rubri musste diese mit Hilfe 
einer LD PCR noch vervielfältigt werden, um eine größere Ausgangsmenge an RNA 
zu erhalten. Damit der Array ein optimales Ergebnis liefert, sollte die Menge an 
radioaktiv markierter cDNA möglichst groß sein, weil dann mehr Zerfälle gezählt 
werden können. Bei der Vervielfältigung der cDNA galt es, ein Optimum an Zyklen, 
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welche die PCR durchläuft, zu finden. Wählt man die Zyklenzahl zu klein, findet keine 
ausreichende Verstärkung der cDNA statt, anderseits darf die PCR nicht im 
Sättigungsbereich ablaufen, damit das Verhältnis der PCR Produkte zueinander dem 
des Ausgangsmaterials entspricht, da sonst keine Aussagen über einen eventuell 
vorhandenen Unterschied in der Expression von mRNA zwischen der operierten und 
der nicht operierten Seite der Tiere zu treffen sind. 
Abbildung 2.3 zeigt jeweils ein Ethidiumbromid-Gel, in welchem ein Teil der 
amplifizierten PCR Produkte nach verschiedenen Zyklen gelelektrophoretisch 
aufgetragen wurde. Bei beiden Bildern befindet sich in den mit M bezeichneten 
Banden der Testmarker. Die übrigen Banden sind nach der Anzahl der 
durchlaufenen PCR-Zyklen bezeichnet. 
In Abbildung 2.4a erkennt man, dass bis zu einem Zyklus von 24 die Banden noch 
verhältnismäßig dunkel sind, sich also noch nicht genügend PCR Produkte mit dieser 
Produktlänge im Ausgangsmaterial befinden. Bei einer Zykluszahl von 27 sind die 
Banden sehr hell, man befindet sich bereits im Sättigungsbereich. Die optimale 
Zykluszahl liegt also bei 25, weshalb diese in den folgenden Versuchen verwendet 
wurde. In Abbildung 2.4b ist die amplifizierte cDNA des gegenüberliegenden Nucleus 
ruber nach Aufteilung durch Gelelektrophorese zu sehen. Die Bande mit 21 Zyklen 
befindet sich bereits im Sättigungsbereich, hier kann von einer optimalen Zykluszahl 
von 20 ausgegangen werden. Dass es sich in beiden Fällen jeweils um die „richtigen“ 
Banden handelt, das heißt um die Banden mit der richtigen Länge an PCR 
Produkten, ist aus dem Vergleich mit dem Testmarker zu erkennen. 
 
Bevor die RNA weiter verwendet wurde, wurde ihre Konzentration in der Lösung 
photometrisch bestimmt, um vergleichbare Ausgangsmengen für die Hybridisierung 
der linken und der rechten Seite des Arrays zu haben. 
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Abb 2.4 : Ethidiumbromid-Gele zur Optimierung der PCR. 
In a ist der linke, in b der rechte Nucleus ruber gezeigt. M: Marker-Bande; 15-27: jeweils 
Anzahl der durchlaufenden PCR-Zyklen 
 
 
2.6 Atlas cDNA Expression Arrays  
 
Um die Expression der Gene mit dem Array zu untersuchen, extrahiert man zunächst 
die RNA aus den Zellen, wobei man besonders an der mRNA interessiert ist. 
Die Korrelation zwischen Menge an mRNA und synthetisierten Proteinen ist zwar 
nicht linear, aber man kann davon ausgehen, dass bei Nicht-Vorhandensein einer 
bestimmten mRNA auch das entsprechende Protein nicht von der Zelle synthetisiert 
wird [BRAZMA UNDVILO, 2000]. 
 
Im ersten Schritt schreibt man mit Hilfe von reverser Transkriptase die RNA in cDNA 
um, wobei α-32P verwendet wird, so dass die cDNA radioaktiv markiert ist. Bei 
32Phosphor handelt es sich um ein Isotop des Phosphors mit einer Halbwertszeit von 
14,3 Tagen, welches durch radioaktiven β-Zerfall in Schwefel, ein Elektron und ein 
Anti-Elektronneutrino zerfällt. 
 
+− ++ → e
d
eSP µ323,1432  
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32Phosphor wird auch in anderen medizinischen Bereichen als Tracer benutzt, z.B 
zur Beobachtung von Stoffwechselvorgängen. Die Umgangsgenehmigung für die 
Arbeit mit dem radioaktiven Stoff lag beim Institut für Physiologie der RWTH Aachen. 
Die radioaktiv markierte cDNA wurde auf einen Array hybridisiert. Nach hoch-
stringentem Waschen konnte anhand der Schwärzung eines Röntgenfilms durch den 
β-Strahler bestimmt werden, welche cDNA sich im Ausgangsmaterial befunden hat. 
Wurde die cDNA im Ausgangsmaterial radioaktiv markiert, bindet sie sich während 
der Hybridisation an die entsprechende Stelle auf dem Array. Da β-Strahlen in der 
Lage sind, einen Röntgenfilm zu schwärzen, sind die Punkte auf dem Röntgenfilm 
das Abbild der Spots auf dem Array, an welche cDNA gebunden ist. Das 
hochstringente Waschen dient dabei der Verringerung von Hintergrundrauschen, 
also falsch positiven Schwärzungen. 
 
Die cDNA auf den einzelnen Feldern des Arrays ist 200 bis 600 Basenpaare lang 
und wurde aus einem Teil der mRNA kopiert, der keine repetitven oder sehr 
homologen Sequenzen enthält, um das Problem der nichtspezifischen Hybridisierung 
zu minimieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.5 : Schematische Darstellung der 
Arbeitsschritte bei der Analyse durch die 
cDNA Arrays. 
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Die Abbildung 2.5 gibt eine Übersicht über die verschiedenen Schritte bei der 
Untersuchung der mRNA der Nuclei rubri mit Hilfe der cDNA Arrays wieder. Die 
einzelnen Schritte werden in den nachfolgenden Unterkapiteln erläutert. 
 
 
2.6.1 Radioaktives Markieren der cDNA 
 
Zunächst muss aus der totalen RNA, das heißt aus RNA, die im Wesentlichen aus 
rRNA und tRNA sowie zu einem kleinen Anteil auch aus mRNA besteht, cDNA 
hergestellt werden. Dazu benutzt man das Enzym Reverse Transkriptase, welches in 
einem Schritt, der entgegengesetzt der physiologischen Richtung ist, die RNA wieder 
in die entsprechende DNA kopiert. Durch Hinzufügen von radioaktiv markiertem 
dATP werden 32Phosphor-Atome in die cDNA eingebaut, wodurch diese ebenfalls 
markiert ist.  
 
Für diesen sowie für die folgenden Schritte wurden die Protokolle dem Atlas cDNA 
Expression Arrays User Manual (CLONTECH) entnommen. Um die radioaktiv markierte 
cDNA anzufertigen, stellt man zunächst einen Mastermix bei Raumtemperatur her. 
Dazu nimmt man pro Array: 
 
 
2 µl  Reaction Buffer 
1 µl 10X dNTP Mix 
3.5 µl [α-32P] dATP  111 TBq (3000 Ci)/mMol = 370 kBq (10 µCi)/µl 
0.5 µl  DTT 
 
Anschließend fügt man 2 µl der RNA des Ausgangsmaterials 1 µl CDS Primer Mix 
hinzu. Nach Vortexen der Proben wird das Gemisch für 2 Minuten bei 70°C und für 
weitere 2 Minuten bei 50°C inkubiert. Anschließend fügt man 8 µl des Mastermixes 
hinzu, der zuvor um 1 µl MMLV Reverse Transkriptase erweitert wurde. Nach 
erneutem Mischen inkubiert man die Tubes bei 50°C für 25 Minuten. Die Reaktion 
wird durch 1 µl des Termination Mixes gestoppt. 
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2.6.2 Chromatographie 
 
Im folgenden Schritt wird die markierte cDNA von überschüssigen 32Phosphor 
Nukleotiden und kleineren cDNA Fragmenten befreit. Das Entfernen von cDNA 
Fragmenten, die kleiner als ca. 100 Basenpaare lang sind, macht den Array 
spezifischer. 
 
190 µl vom Puffer NT2 (CLONTECH) werden dem Reaktionsgemisch zugegeben und 
in ein NucleoSpin Extraktions-Zentrifugenröhrchen (NUCLEOSPIN EXTRACTION SPIN 
COLUMN), welches sich in einem Auffangröhrchen befindet, gefüllt. Das 
Zentrifugenröhrchen enthält eine Membran, die während der Zentrifugation mit 14000 
Umdrehungen pro Minute für eine Minute die überschüssige Flüssigkeit und kleinere 
Moleküle durchläßt und den Rest auffängt. Den Überschuß verwirft man, während 
das Zentrifugenröhrchen in einem neuen Auffangröhrchen platziert und ihm 400 µl 
NT3 Puffer (CLONTECH) hinzufügt wird. Eine erneute Zentrifugation für eine Minute 
vervollständigt die Aufreinigung des Reaktionsgemisches. Dieses Zentrifugieren wird 
zweimal wiederholt.  
 
Das Zentrifugenröhrchen wird nun in einem Mikrozentrifugenröhrchen platziert. 
Durch Hinzufügen von 100 µl NE Puffer (CLONTECH) wird die cDNA von der Membran 
des Zentrifugenröhrchens gelöst. Um ein vollständiges Wiederauslösen zu 
gewährleisten, bleibt der Puffer für 2 Minuten auf der Membran. Durch Zentrifugation 
für eine Minute wird die gereinigte Probe aus der Membran gelöst. Als Maß für die 
Qualität und den Erfolg der radioaktiven Markierung dient die Messung der 
Radioaktivität der Probe mit einem Szintillationszähler. Dazu werden 2 µl der Probe 
mit 5 ml der Szintillationsflüssigkeit vermischt und dann die radioaktiven Zerfälle 
gezählt. Um ein aussagekräftiges Ergebnis des Arrays zu erhalten, sollte die Probe 
eine Aktivität von 5 - 20 x106  Zerfällen pro Minute besitzen. 
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2.6.3 Hybridisierung 
 
Im letzten Schritt findet die eigentliche Hybridisierung der radioaktiv markierten cDNA 
an den Array statt. Zuerst bereitet man den ExpressHyb Mix vor. Dazu werden 5 ml 
vom ExpressHyb auf 68°C erwärmt und zeitgleich gescherte Lachshoden-DNA für 5 
Minuten auf 100°C erhitzt. Anschließend wird sie schnell auf Eis abgekühlt. Durch 
das Erhitzen streckt sich die DNA, die normalerweise als Knäuel vorliegt, und behält 
diese Form durch das plötzliche Abkühlen bei. Dies ist wichtig, damit die DNA ohne 
Fehler gelesen werden kann. Die Lachshoden-DNA wird dann mit dem ExpressHyb 
vermischt. 
 
Der mit deionisiertem Wasser angefeuchtete Atlas cDNA Expression Array wird nun 
in eine Hybridisationsflasche gegeben. Der Array muss durch Adhäsionskräfte an der 
Innenseite der Flasche ohne Luftblasen kleben. Nachdem der ExpressHyb Mix 
zugegeben wurde, erfolgt die Prähybridisierung für 30 Minuten bei einer konstanten 
Bewegung im Rollator mit 5 Umdrehungen pro Minute und einer Temperatur von 
68°C. Dabei ist darauf zu achten, dass der Array gleichmässig von der Flüssigkeit 
benetzt wird. 
 
Die cDNA wird für die Hybridisierung vorbereitet, indem man sie mit 11 µl 10X De-
naturierungsflüssigkeit, bestehend aus 1M NaOH und 10 mM EDTA, für 20 Minuten 
bei 68°C inkubiert. Die denaturierte cDNA wird mit Cot-1 DNA und einer 2X Neutra-
lisierungsflüssigkeit, bestehend aus 1 M NaH2PO4 , pH 7,0, vermischt und erneut für 
10 Minuten bei 68°C inkubiert. 
 
Dieses Gemisch wird dann in die Hybridisierungsflasche gegeben. Dabei muss 
darauf geachtet werden, dass die denaturierte cDNA nicht direkt auf den Array 
gegeben wird und sich gut mit dem ExpressHyb Mix vermischt. Die Hybridisierung 
erfolgt für 24 Stunden bei einer konstanten Bewegung im Rollator bei 68°C. Alle 
Bereiche der Membran müssen dabei gleichmäßig mit der Flüssigkeit bedeckt sein. 
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2.6.4 Waschen des Arrays 
 
Nach erfolgter Hybridisierung muss der Array gewaschen werden, um cDNA, welche 
nicht an Spots des Arrays gebunden hat, zu entfernen. Dies dient der Verminderung 
falsch positiver Signale und einem besseren Signal-Hintergrundverhältnis. Dazu 
werden zunächst die Waschlösungen 1 und 2 auf 68°C erwärmt. Waschlösung 1 
besteht aus 2X SSC und 1%igem SDS, Waschlösung 2 aus 0,1 X SSC und 
0,5%igem SDS. 
 
Nach Entfernen der Hybridisierungslösung aus der Hybridisierungsflasche wird diese 
mit 200 ml der Waschlösung 1 gefüllt und 30 Minuten bei konstanter Rotation mit 5 
Umdrehungen pro Minute bei 68°C gewaschen. Nach Verwerfen der Waschlösung 
wird dieser Schritt dreimal wiederholt. Dann wird mit Waschlösung 2 unter denselben 
Bedingungen wie oben für weitere 30 Minuten gewaschen. Zum Schluss wäscht man 
mit 200 ml 2X SSC bei Raumtemperatur für 5 Minuten. Nun kann der Array vorsichtig 
aus der Hybridisierungsflasche entfernt werden. Um ihn vor dem Austrocknen zu 
schützen, wird er in Plastikfolie verpackt. Der Array wird bei – 70°C auf einen 
Röntgenfilm gelegt. Man macht sich dabei zunutze, dass β-Teilchen in der Lage sind, 
einen Röntgenfilm zu belichten, also zu schwärzen. Diese Exposition geschieht 
mehrfach bei unterschiedlichen Expositionsdauern. Auf diese Weise erreicht man 
eine größere Dynamik der Auswertung, da schwache Signale erst erscheinen, wenn 
die Spots, die zuerst geschwärzt wurden, bereits die Sättigungsschwärze erreicht 
haben. 
 
 
2.6.5 Auswertung des Arrays 
 
Ein Array besteht aus sechs Feldern, die mit den Großbuchstaben A bis F 
gekennzeichnet sind. Diese Felder sind schachbrettartig in 14 mal 14 kleinere Felder 
unterteilt, die in horizontaler Richtung mit den Zahlen 1 bis 14 und in vertikaler 
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Richtung mit den Kleinbuchstaben a bis n gekennzeichnet sind. Insgesamt besteht 
ein Array also aus 6 x 14 x 14 = 1176 Feldern. 
 
Zur Auswertung des Arrays wird eine Schablone, die die oben beschriebene 
Einteilung besitzt, auf den belichteten Röntgenfilm gelegt. Sie ist in Abbildung 2.6 zu 
sehen.  
 
 
Abb. 2.6 : Schablone zur Auswertung des Arrays. Die Schablone wird über den belichteten 
Röntgenfilm gelegt, um den Schwärzungen das zugehörige Gen zuordnen zu können. 
 
Damit die Schablone vertauschungssicher auf den Röntgenfilm gelegt werden kann, 
besitzt jeder Array zusätzlich an den Rändern eine bestimmte Menge von 
sogenannten Haushaltsgenen, die bei jeglichem Gewebe vorkommen. Diese Punkte 
sind immer auf dem Röntgenfilm geschwärzt. Da ihre Lage bekannt ist, können die 
anderen Punkte positionsgetreu abgelesen werden.  
 
Die Schwärzung der Punkte wurde in fünf verschiedene Grade unterteilt, wobei I den 
niedrigsten und V den höchsten Grad bedeutet. Der Array wurde zur genaueren 
Kontrolle von drei verschiedenen Personen ausgewertet, die die Schwärzung der 
Punkte beurteilten. 
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2.7 Herstellung der RNA-Sonden 
 
Unter den Ergebnissen des Arrays war das Protein Neurodap1 aufgefallen, welches 
mit Hilfe der in situ-Hybridisierung genauer untersucht werden sollte. Dazu mussten 
Neurodap1-spezifische RNA-Sonden hergestellt werden. Im Folgenden werden die 
erforderlichen Schritte beschrieben. Zur Übersicht dient die Abbildung 2.7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.7 : Schema des Arbeitsablaufs der 
Herstellung Neurodap1-spezifischer RNA-
Sonden. 
 
Nachdem das Neurodap1-DNA-Fragment amplifiziert und gereinigt worden war, 
konnte es kloniert werden. Beim Klonieren nutzt man, dass ein Bakterium wie E.Coli 
in der Lage ist, Plasmide (ringförmige DNA) unabhängig vom eigenen Genom zu 
vervielfältigen.  Aus den  Plasmiden  wurden dann mittels  in vitro-Transkription die 
RNA-Sonden hergestellt. 
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2.7.1  Isolierung, Aufreinigung und Polishing des Neurodap1-DNA- 
          Fragmentes 
 
Zunächst musste das Neurodap1-DNA-Fragment aus der Gesamthirnmasse isoliert 
werden, was mit einer PCR (Polymerasekettenreaktion) geschah. Die Isolierung 
eines DNA-Fragments ist ein in der Arbeitsgruppe etabliertes Verfahren, für das 
folgendes  Protokoll  verwendet wurde:   Für 12,5 µl PCR-Produkt vermischt man 
1,25 µl 10X PCR-Puffer (SIGMA-ALDRICH), 1,25 µl 2 mMol dNTP (PEQLAB), je 1,25 µl 
Sense- und Antisense- Oligo-Primer für Neurodap1 mit 10 pmol/µl (MWG BIOTECH),  
1 µl cDNA, 1 µl MgCl2 , 0,5 µl Taq-Polymerase mit 5 U/µl (SIGMA-ALDRICH) und 5 µl 
H2O. Die Fragmentgröße betrug 435 Basenpaare. Das zugehörige PCR-Temperatur-
Programm ist in Abbildung 2.8 schematisch dargestellt: 
 
Abb. 2.8: Schematische Darstellung des PCR Programms zur Gewinnung von Neurodap1 
 
Das PCR-Produkt wurde mit dem Quiaquick PCR Purification Kit (QUIAGEN) 
aufgereinigt. Dazu wurde es im Verhältnis 1:5 mit dem PB Puffer verdünnt. Das 
Gemisch wurde in eine Qiaquick spin column gegeben und die DNA durch 
Zentrifugation für 1 Minute mit 10.000 g an die Silikat-Membran gebunden. Es folgte 
das Waschen der DNA, indem PE Puffer hinzufügt und dann erneut für eine Minute 
zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieses Waschen erfolgte 
dreimal, bevor die gereinigte DNA mittels 30 µl Elution Puffer herausgelöst wurde. 
Um die Qualität des DNA-Fragmentes zu überprüfen, wurde eine Gelelektrophorese 
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durchgeführt, und die Bandengröße mit der bekannten Neurodap1-DNA-Größe 
verglichen. 
 
Bei DNA gibt es entweder die Möglichkeit, dass an den Enden nur gepaarte Basen 
vorliegen, sogenannte blunt ends, oder es liegen zwei bis vier ungepaarte Basen vor, 
sogenannte sticky ends. Um die amplifizierte DNA in ein Plasmid einzubauen, muss 
sie als blunt end vorliegen, weshalb zunächst ein Polishing stattfand. Die sticky ends 
wurden mit Hilfe einer Pfu-Polymerase in blunt ends überführt, indem Basenpaare 
zufügt wurden. Man mischt 8µl des gereinigten PCR-Produktes mit 1,5 µl 2 mM 
dNTP, 1,5 µl 10X Pfu-Puffer (Stratagene), 1,5 µl Pfu-Polymerase mit 2,5 U/µl 
(Stratagene) und 2,5 µl H2O. Das Ganze wird bei 72°C für 30 Minuten inkubiert. 
 
 
2.7.2 Klonieren der DNA in einen Vektor 
 
Zum Klonieren wurde der Plasmid-Vektor pZErO-1 (INVITROGEN) verwendet. Eine 
schematische Darstellung dieses Vektors ist in Abbildung 2.9 gezeigt. 
 
 
Abb. 2.9 : Schematische Darstellung des Klonierungsvektors pZErO-1  
                 (nach [WWW.INVITROGEN.COM]) 
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Der Vektor pZEro-1 enthält die Promotorregionen für die Sp6- und T7- Polymerase 
zur Sondenherstellung sowie das Sh ble-Gen. Hierbei handelt es sich um ein 
Antibiotikumresistenzgen, welches eine Selektion der Bakterien ermöglicht, da nur 
Bakterien, die das Plasmid enthalten, auf dem Zeocin-haltigen Nährboden überleben. 
Der Vektor verfügt auch über das ccdB-Gen. Dies ist ein letales Gen, welches durch 
den Zusatz von IPTG (Isopropylthiogalactosid) in den Nährboden aktiviert wird. 
Durch den Einbau der Fremd-DNA in den Vektor kann diese Aktivierung nicht 
stattfinden, wodurch eine weitere Selektion stattfindet, da nur Bakterien überleben, 
die ein Plasmid aufgenommen haben, welches die zu klonierende Sequenz enthält. 
 
Für die Ligation wurden 8 µl des PCR-Produktes mit 2 µl pZErO-1 (50 ng/µl), 2 µl 
10X Puffer mit ATP (BioLabs), 2 µl Ligase mit 400 U/µl (BioLabs) und 6 µl H2O 
vermischt und anschließend bei 16°C für 4 Stunden inkubiert. Um die Plasmide in die 
Bakterien einzubringen (Transformation), wurden je 5 µl des Ligationsproduktes in 
ein Röhrchen mit kompetenten Zellen gegeben und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Als 
Bakterium wurde E. Coli Top. F 10 verwendet.  
 
Zur Plasmidaufnahme wurde das Gemisch für 30 Sekunden auf 42°C erhitzt und 
dann auf Eis über 2 Minuten abgekühlt. Die Zellvermehrung fand statt, indem den 
Röhrchen   250 µl  SOC-Medium, bestehend aus   Trypton 2%,   Hefeextrakt 0,5%,  
NaCl 8,6 mM, KCl 2,5 mM, MgSO4 20 mM und Glukose 20 mM, als Nährmedium 
hinzugefügt und dann bei 37°C für 60 Minuten unter ständigem Schütteln inkubiert 
wurde. 
 
Nun fand die Selektion der Zellen statt, wobei man sich die oben beschriebenen 
Eigenschaften des Vektors zunutze machte, indem je 50 µl und 100 µl der 
transformierten Zellen auf LB Agar-Platten (Invitrogen) gebracht und für 24 Stunden 
bei 37°C inkubiert wurden. Anhand von je 20 Kolonien wurde mittels einer Kontroll-
PCR und anschließender Gelelektrophorese überprüft, ob die in den Vektor 
eingebrachte und amplifizierte Fremd-DNA der Größe des Neurodap1-Fragments 
entsprach. 
 
 
Kapitel 2  Material und Methoden 
  
- 41 -
 
2.7.3 Midipräparation 
 
Um die Menge an Plasmid, welches das Neurodap1-Fragment enthielt, zu 
vergrößern, wurde eine Midipräparation durchgeführt. Je 5 Bakterienkolonien, welche 
in der Kontroll-PCR gezeigt hatten, dass sie ein DNA-Fragment enthielten, das in der 
Größe Neurodap1 entsprach, wurden in 20 ml eines flüssigen Nährmediums (SOB-
Medium) gegeben und unter ständigem Schütteln für 8 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Zur Elution der Plasmide wurde mit 4.000 Umdrehungen pro Minuten und 4°C für 10 
Minuten zentrifugiert, bevor 2 ml Puffer 1  hinzugegeben und 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach Zugabe von 2 ml Puffer 2  wurde wiederum 
für 5 Minuten inkubiert und dann 2 ml Puffer 3  hinzugegeben. Es folgte eine 
Zentrifugation mit 7.000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C für 30 Minuten, wodurch 
sich mehrere Phasen bildeten. In der wässrigen mittleren Schicht befanden sich die 
Plasmide, die frei von Proteinen der Bakterien waren und abgesaugt wurden. Es 
schloss sich die Fällung der Plasmide an, indem 0,8%iges Isopropanol 
hinzugegeben wurde und nach Inkubation für 15 Minuten bei 4°C für 20 Minuten und 
13.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert wurde. Das Pellet konnte nach 
Abgießen des Überstandes mit 70%igem Ethanol gewaschen und erneut für 10 
Minuten zentrifugiert werden. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet an 
der Luft getrocknet und anschließend in 200 µl H2O aufgenommen. 
 
Um die Fremd-DNA und ihre Orientierung genau zu bestimmen, wurde eine 
Auftragssequenzierung bei MWG Biotech (Ebersberg) durchgeführt.   
 
 
2.7.4  In vitro-Transkription 
 
Um die RNA-Sonden herzustellen, die für die in situ-Hybridisierung gebraucht 
wurden, musste das Neurodap1-DNA- Fragment mit Hilfe von RNA-Polymerasen in 
RNA umgeschrieben werden. Gleichzeitig wurde die RNA-Sonde markiert, indem bei 
Kapitel 2  Material und Methoden 
  
- 42 -
der Transkription eine Digoxigenin-markierte Pyrimidin-Base eingebaut wurde. 
Dadurch, dass in einem Ansatz eine Sp6- und dem anderen Ansatz eine T7- 
Polymerase verwendet wurden, entstanden eine Sense-Sonde, welche in der 
Basenfolge Neurodap1 entsprach, und eine Antisense-Sonde, welche in der 
Basenfolge den komplementären Basen entsprach. 
 
Die in vitro-Transkription ist ein in der Arbeitsgruppe vielfach verwendetes Verfahren, 
für welches folgendes Protokoll verwendet wurde: Für die Transkription wurden 10 µl 
des Plasmids mit 2 µl 10X Transkriptionspuffer (Roche), 2 µl Dig-Labeling-Mix 
(Roche), 0,5 µl RNAsin mit 40 U/µl (Promega), 4,5 µl DEPC-Wasser und je nach 
Ansatz 1 µl Sp6- oder T7- Polymerase mit 20 U/µl vermischt und anschließend bei 
37°C für 2 Stunden inkubiert. Dann erfolgte die Fällung mit 20 µl 5 M 
Ammoniumacetat (pH 5) und 50 µl 100%igem Ethanol für 30 Minuten bei –80°C. 
Nach Zentrifugation mit 15.000 g bei 4°C für 30 Minuten wurde der Überstand 
abgegossen und das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen, indem jeweils 
Ethanol hinzugefügt und dann zentrifugiert wurde. Das Pellet, in welchem sich die 
markierte RNA-Sonde befand, wurde an der Luft getrocknet und in 20 µl DEPC-
Wasser aufgenommen. Die Konzentration der Sondenlösung konnte anschließend 
photometrisch bestimmt werden. 
 
 
2.8 Herstellung der Gewebsschnitte und in situ-Hybridisierung 
 
2.8.1 Herstellung der Gewebsschnitte 
 
Zur Herstellung der Gewebsschnitte wurde das den Ratten entnommene Gehirn in 
Paraffin eingelegt. Nach 4 Tagen konnte es auf Schnittträgern aufgeblockt werden. 
Mit einem Mikrotom wurden 4 µm dicke Schnitte vom Nucleus ruber angefertigt und 
auf Objektträgern aufgezogen. Um zu überprüfen, an welcher Stelle vom Nucleus 
ruber man sich befand und ob die Frontalebene genau getroffen worden war, wurden 
die Schnitte zum Teil mit Thionin gefärbt und lichtmikroskopisch untersucht. 
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2.8.2  In situ-Hybridisierung 
 
Die etablierte in situ-Hybridisierung dient dazu, ein bestimmtes Gen auf einem 
histologischen Schnitt zu lokalisieren [HÖFLER, 1987; MCALLISTER ET AL., 1983]. In der 
vorliegenden Arbeit sollte  Neurodap1 auf den Schnitten  identifiziert werden, um 
einen Unterschied in der Regulation zwischen der operierten und der nicht operierten 
Seite zu finden. Im ersten Block der Hybridierung wurden Proteine aus dem Gewebe 
entfernt, im zweiten Block fand dann die eigentliche Hybridisierung statt. Der Aufbau 
dieser beiden Blöcke ist schematisch in Abbildung 2.10 dargestellt. Die in situ-
Hybridisierung erfolgte nach dem Standardprotokoll unseres Labors. 
 
Für den ersten Block mussten die Schnitte zunächst entparaffiniert werden. Um sie 
zu bewässern, wurden sie in Xylol und danach in eine absteigende Alkoholreihe 
gegeben. Nach Waschen in PBS-Lösung war der nächste Schritt die Fixierung der 
Schnitte auf den Objektträgern mit Hilfe von Formaldehydlösung (PFA). Nach 
erneutem Waschen in PBS-Lösung wurden die Schnitte zunächst mit HCl 
entproteiniert und dann die Proteine mit Poteinase K verdaut. Dazu mussten sie mit 
dem Enzym im Wasserbad inkubiert werden. Zeitdauer und Konzentration der 
Proteinase K waren dabei flexibel, weshalb in Vorversuchen die für die Schnitte, das 
heißt Gehirngewebe der Ratte, optimalen Parameter ermittelt werden mussten. Nach 
erneuter Fixierung mittels PFA wurden die Schnitte dehydriert, indem sie einer 
aufsteigenden Alkoholreihe und schließlich Choroform ausgesetzt wurden.  
 
Im zweiten Block der in situ-Hybridisierung fand die eigentliche Verbindung zwischen 
der Neurodap1-Sonde und dem Gewebe statt. Dazu wurde ein Mix hergestellt, der 
folgende für die Hybridisierung wichtigen Bestandteile enthielt: 20X SSC, 
deionisiertes Formamid, 50X Denhardt, 0,5 M Tris (pH 7,0), t-RNA, 250 mM 
Natriumpyrophosphat, 0,5 M EDTA (pH 8,0), 50%igem Dextransulfat sowie 
Lachssperma-DNA, welche vorher für 5 Minuten gekocht und dann auf Eis abgekühlt 
wurde. Das Erhitzen der DNA diente zur Streckung der DNA, welche normalerweise 
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als Knäuel vorliegt; sie kann dadurch besser gelesen werden. Diese gestreckte Form 
behält sie durch das plötzliche Abkühlen bei.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.10 : Schema des Aufbaus der in situ-
Hybridisierung. 
 
 
Der Hybridisierungsmix wurde zusammen mit der Ribosonden für 5 Minuten bei 70°C 
im Wasserbad erwärmt und anschließend auf Eis abgekühlt. Das Produkt wurde auf 
die einzelnen Schnitte aufgetragen, mit Parafilm abgedeckt, damit sie nicht 
austrocknen, und in einer feuchten Kammer platziert. Diese wurde durch 20x SSC 
und Formamid im Verhältnis 1:1 feucht gehalten. Zur Kontrolle, ob die Detektion und 
die damit verbundene Farbreaktion spezifisch sind, wurde jeweils ein Schnitt mit der 
Sense-Ribosonde bedeckt. Die Hybridisierung fand bei 50°C für mindestens 16 
Stunden statt. Nach erfolgter Hybridisierung waren keine RNAse-freien Bedingungen 
mehr erforderlich. Zunächst mussten die Sondenreste, die sich nicht mit dem 
Gewebe verbunden hatten, abgewaschen werden. Dies geschah nach folgendem 
Schema:  
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15 min  20°C  2x SSC 
30 min 45°C  2x SSC + Formamid (1:1) im Schüttelwasserbad 
45 min 45°C  2x SSC im Schüttelwasserbad 
45 min 50°C  0,5x SSC im Schüttelwasserbad 
 
Im letzten Block der in situ-Hybridisierung fand die Detektion der Gewebsstellen statt, 
an denen sich Neurodap1 befand. Dazu wurden die Schnitte für 2 Minuten in Puffer I, 
30 Minuten im Blocking-Puffer und anschließend 1 Minute in Puffer I vorbehandelt. 
Die Zusammensetzungen der verschiedenen Puffer sind in der folgenden Tabelle 
dargestellt: 
 
Puffer I:   0,1 M Tris-HCl (pH 7,9) + 150 mM NaCl  
Puffer II:   7 ml Tris-HCl (pH 9,5) + 7 ml 1 M MgCl2 auf 70 ml mit H2O 
   auffüllen 
Puffer III:  100 mM Tris-HCl (pH 8,1) + 1 mM EDTA 
Blockingpuffer:  0,3 g Blockingreagenz + 60 ml Puffer I 
 
Da die Ribosonden mit DIG markiert worden waren, band der nun hinzugegebene 
DIG-Antikörper an diese Stellen. Diese Reaktion fand in einer mit Wasser 
befeuchteten Kammer für mindestens 16 Stunden statt. Dann wurden die Schnitte 
mehrfach in Puffer I gewaschen und 2 Minuten in Puffer II equilibriert, anschließend 
wurde die Farblösung, bestehend aus NBT, X-Phosphat und Puffer II, auf die 
Objektträger gegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Die Dauer der Inkubation 
war sehr variabel, weshalb zwischendurch immer wieder das Farbergebnis 
lichtmikroskopisch kontrolliert werden musste. Bei optimaler Farbintensität wurde die 
Inkubation durch Puffer III abgestoppt und die Schnitte mit Hilfe von Glyceringelatine 
eingedeckt. 
 
Die Auswertung der in situ-Hybridisierung erfolgte durch einen qualitativen Vergleich 
der Färbeintensität der operierten und nicht operierten Seite. Dies wurde durch drei 
verschiedene Untersucher getestet, um eine objektive Beurteilung zu gewährleisten. 
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2.8.3  Thinonin-Färbung 
 
Ein Teil der paraffinierten Schnitte wurde für die in situ-Hybridisierung verwendet, 
wobei darauf geachtet wurde, dass jeweils Schnitte, die sich in unmittelbarer Nähe 
zu den für die in situ-Hybridisierung verwendeten befanden, mittels Thionin gefärbt 
wurden. Dadurch kann man die Region innerhalb des Nucleus ruber, in welcher die 
Regulation stattfindet, besser beurteilen. Die Thionin-Färbung erfolgte dabei nach 
einem in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll, welches eine Modifikation des 
Protokolls von Tolivia darstellt [TOLIVIA, 1994]. Hierzu wurden die Schnitte wie folgt 
inkubiert: 2 min in 96%igem Ethanol, jeweils 30 sec in 70%igem und 50%igem 
Ethanol, 2 min in destilliertem Wasser. Anschließend fand die eigentliche Färbung 
der Schnitte in 0,02%igem Thionin für 2 Minuten statt. Die Entwässerung der 
Schnitte erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 50%igem Ethanol, 70%igem 
Ethanol, 5%igem Cajput in 96%igem Ethanol, 96%igem Ethanol sowie zweimal 
100%igem Ethanol für jeweils 30 sec statt. Nachdem die Schnitte zweimal in Xylol für 
jeweils 5 min inkubiert wurden, konnten sie mittels DPX [MERCK KGAA] eingedeckt 
und dann lichtmikroskopisch begutachtet werden. 
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1 Darstellung des Nucleus ruber und Kontrolle der Stanz-   
zylinderlage 
 
Um Material für den Vergleich der cDNA Atlas Arrays zu gewinnen, mussten sowohl 
auf der operierten als auch auf der nicht operierten Seite die Nuclei rubri ausgestanzt 
und daraus die RNA des Nucleus ruber isoliert werden. Abbildungen 3.1 a-f zeigen 
den linken und rechten Nucleus ruber aus einem Neuroanatomieatlas der Ratte 
[PAXINOS UND WATSON, 1986] in koronarer Schnittführung in drei verschiedenen 
Höhen, nämlich im Bereich der Pars parvocellularis, der Mitte und der Pars 
magnocellularis. 
 
Deutlich fällt die unterschiedliche Beschaffenheit der Neurone in den Zellgebieten 
auf. Während im parvocellularen, also kleinzelligem Bereich die Neurone 
verhältnismäßig dicht gepackt sind, befinden sich im magnocellularen Bereich große 
Neurone, die weit verstreut sind. 
 
Beim Ausstanzen der Nuclei rubri musste zum einen darauf geachtet werden, dass 
dieser Hirnkern vollständig entfernt wurde, zum anderen, dass sich möglichst wenig 
Material, welches nicht zum Kerngebiet des Nucleus ruber gehört, im Stanzzylinder 
befand. Um dies zu kontrollieren, wurde nach dem Ausstanzen die verbliebene 
Hirnmasse geschnitten und mit Thionin gefärbt.  
 
In den Abbildungen 3.2 sind Ausschnitte der restlichen Hirnmasse nach dem 
Ausstanzen des Nucleus ruber dargestellt. Anhand der Strukturen, welche auf diesen 
koronaren Schnitten zu sehen sind, kann man sich orientieren und die Höhe des 
Schnittes festlegen. Es handelt sich um die den Abbildungen 3.1 a-f entsprechenden 
Höhen. Die durch die Stanze entstandenen Hohlräume beginnen in Höhe des Pars 
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parvocellularis und enden in Höhe des Pars magnocellularis. An den Schnitten in der 
Mitte ist zu erkennen, dass sich kaum Neurone des Nucleus ruber auf den Seiten der 
ausgestanzten Löcher befinden. Dies wurde bei allen Hirnschnitten kontrolliert, bei 
welchen der Nucleus ruber zur Materialgewinnung ausgestanzt wurde. 
 
Abb. 3.1 : Koronare Schnittbilder durch den Nucleus ruber in verschiedenen Höhen, sowie 
ihre schematische Darstellung (modifiziert nach PAXINOS UND WATSON, 1986). 
 a, b : Bereich der Pars parvocellularis; c, d : mittlerer Bereich; e, f : Bereich der Pars 
magnocellularis.   
RPC = Nucleus ruber, Pars parvocellularis; RMC = Nucleus ruber, Pars magnocellularis; 
SNR = Substantia nigra; Aq = Aquäduct; DG = Gyrus dentatus; RRF = Retrorubralers Feld. 
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c, d : mittlerer Bereich 
RPC = Nucleus ruber, Pars parvocellularis; RMC = Nucleus ruber, Pars magnocellularis; 
SNR = Substantia nigra; Aq = Aquäduct; DG = Gyrus dentatus; RRF = Retrorubralers Feld. 
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e, f : Bereich der Pars magnocellularis.   
RPC = Nucleus ruber, Pars parvocellularis; RMC = Nucleus ruber, Pars magnocellularis; 
SNR = Substantia nigra; Aq = Aquäduct; DG = Gyrus dentatus; RRF = Retrorubralers Feld. 
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Abb. 3.2 : Vergrößerungen aus den Stanzkontrollschnitten zur Lagebestimmung in 
verschiedenen Höhen des Nucleus ruber. a : Bereich der Pars parvocellularis; b : mittlerer 
Bereich; c : Bereich der Pars magnocellularis. 
 
Die Kontrolle der Stanzzylinderlage ist sehr wichtig, um in der folgenden 
Aufbereitung des entnommenen Gewebes sicher zu sein, dass es sich nur um 
Material aus dem Nucleus ruber handelt und dass dieser vollständig entfernt wurde. 
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3.2 Auswertung des Arrays 
 
Die Arrays wurden für verschiedene Belichtungszeiten des Röntgenfilms 
ausgewertet, da sich Unterschiede in Genen, welche eine starke Schwärzung des 
Films verursachen, bei zu langer Belichtungszeit egalisieren würden. Andererseits 
führten manche Gene erst nach einer längeren Belichtungszeit zu einem Signal. In 
der vorliegenden Arbeit wurden die Arrays nach einem Tag, nach vier Tagen und 
nach elf Tagen Belichtungszeit ausgewertet.  
 
In Abbildung 3.3 sind die belichten Röntgenfilme der Arrays von operierter und nicht 
operierter Seite bei verschiedenen Belichtungszeiten einander gegenübergestellt. 
Die geschwärzten Punkte wurden mittels des Rasters der Schablone (Abb. 2.4) den 
einzelnen Genen zugeordnet. Auf der linken Seite sind die Arrays der nicht 
operierten Seite zu sehen, auf der rechten Seite die der operierten. Die Bilder a und 
b wurden nach einer Belichtungszeit von 1 Tag gemacht, die Bilder c und d nach 
einer Zeit von 4 Tagen und die Bilder e und f nach einer Belichtungszeit von 11 
Tagen. 
 
Zum Teil sind dieselben Spots in den Arrays sowohl auf der linken als auch auf der 
rechten Seite gefärbt. An anderen Spots unterscheiden sich aber die operierte und 
die nicht operierte Seite voneinander. Dies sind die Gene, denen bei der 
Regeneration von Nervenzellen besondere Bedeutung zukommt, da sie eine 
Regulation nach Axotomie aufweisen. 
 
In Tabelle 6.1 des Anhangs sind die geschwärzten Genpunkte des Arrays mit dem 
zugehörigen Schwärzungsgrad wiedergegeben. Bis auf wenige Ausnahmen 
stimmten die durch drei verschiedene Auswerter ermittelten Schwärzungsgrade 
überein. Im Falle einer Nichtübereinstimmung wurde das arithmetische Mittel aus den 
drei Schwärzungsgraden eingetragen. Insgesamt wurde bei 167 Arrayspots eine 
Schwärzung entdeckt. 
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Abb. 3.3 : Die verschiedenen Arrays mit darüber gelegter Schablone. Auf der linken Seite 
sind jeweils die Arrays der nichtoperierten Seite und rechts die der operierten Seite zu 
sehen, 7 Tage post OP a,b : Belichtungszeit 1 Tag; c,d : Belichtung 4 Tage; e,f : Belichtung 
11 Tage 
 
Durch Vergleich der Schwärzung der Punkte der Arrays der operierten und der nicht 
operierten Seite konnten die Gene, die im Nucleus ruber durch die Regeneration 
hoch- bzw. runterreguliert werden, identifiziert werden. Dabei stellte sich das 
Problem, dass der Array der nicht operierten Seite insgesamt den Film wesentlich 
mehr schwärzte als der Array der operierten Seite. Diese unterschiedliche 
Signalintensität konnte anhand der Haushaltsgene erkannt werden. Da es sich dabei 
um konstitutiv exprimierte Gene handelt, welche in jeder Zellart und in jedem Tier 
immer gleich stark vertreten sind [WWW.CLONTECH.COM, 2001], hätten die 
entsprechenden Punkte der Arrays der verschiedenen Seiten identisch sein müssen. 
In Abbildung 3.4 sind die Haushaltsgene der operierten und der nicht operierten 
Seite bei einer Belichtungszeit von 4 Tagen gezeigt.  
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Abb. 3.4 : Haushaltsgene des nicht operierten (a) und des operierten (b) Nucleus ruber im 
Vergleich. 
 
Um Fehler aufgrund der unterschiedlich starken Färbung der Röntgenfilme bei der 
Auswertung zu vermeiden, wurden nur die Punkte berücksichtigt, die bei der 
operierten Seite stärker geschwärzt waren, die also somit ganz sicher hochreguliert 
wurden. Die Tabelle 6.2 im Anhang gibt eine Liste der mit Sicherheit hochregulierten 
Gene wieder. Insgesamt konnten 36 Gene bestimmt werden, bei denen das Ergebnis 
des Arrays sicher auf eine Heraufregulierung nach Axotomie hinweist. Unter diesen 
befanden sich einige schon in der Literatur beschriebene Gene, wie Excitatory amino 
acid transporter 1 (EAAT1) , Brain fatty acid-binding protein (B-FABP) und Neuron-
specific enolase (NSE). 
 
Interessanterweise fand sich durch dieses gene-fishing unter den nach Axotomie 
hochregulierten Proteinen auch das Protein Neurodap1 (Neurodegeneration 
Associated Protein 1, Accession Number D32249). Dieses wurde in der Literatur 
bisher nur im peripheren Nervensystem bei einem N. facialis-Modell im 
Zusammenhang mit Nervenwachstum beschrieben und wird dort bei Axotomie 
herunterreguliert. Während auf der nicht operierten Seite der Punkt nur schwach zu 
erkennen war, erschien auf der operierten Seite ein Punkt der Schwärzungskategorie 
2, wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist. Der Unterschied beträgt also mindestens zwei 
Schwärzungsgrade, wobei dieser wahrscheinlich noch größer ausgefallen ist, da die 
nicht operierte Seite den Röntgenfilm stärker geschwärzt hat. Somit zeigen die 
Versuche mit dem cDNA Atlas Array, dass das Protein Neurodap1 nach Läsionen im 
zentralen Nervensystem verstärkt exprimiert wird. 
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Abb. 3.5: Vergrößerungen der Arrays der nicht operierten (links) und der operierten Seite 
(rechts) nach 11 Tagen Belichtungszeit, jeweils 7 Tage post OP. Umkreist ist der Spot C 01 
k, auf welchem sich die Sequenz für Neurodap1 befindet. 
 
 
3.3 Expression von Neurodap1 im Nucleus nervi facialis nach 
Axotomie 
 
Um die Bedeutung von Neurodap1 bei der Regulation des Wachstums genauer zu 
untersuchen und im Zeitverlauf darzustellen, wurde zunächst das 
Expressionsverhalten im peripheren Nervensystem untersucht. Nach einseitiger 
Durchtrennung der Fasern des Nervus facialis wurde die Expression von Neurodap1 
im Nucleus nervi facialis mittels in situ-Hybridisierung aufgezeigt und die beiden 
Nervenkerne der operierten und der nicht operierten Seite miteinander verglichen. 
Abbildung 3.6 zeigt Detailaufnahmen von Schnitten durch das Rattenhirn in Höhe 
des Nervus nuclei facialis nach in situ-Hybridisierung mit der Neurodap1- Antisense- 
Sonde. Vergleicht man die beiden Aufnahmen und insbesondere die 
Detailaufnahmen in der linken unteren Ecke miteinander, so fällt die deutlich 
verminderte Expression von Neurodap1 auf der operierten Seite auf: Die Zellsomata, 
in welchen sich das Protein befindet, werden nach der in situ-Hybridisierung intensiv 
rot gefärbt. 
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Um die Spezifität dieses Ergebnisses zu überprüfen, wurde zusätzlich eine in situ-
Hybridisierung mit der Neurodap1–Sense-Sonde durchgeführt. Da diese in der 
Basenabfolge Neurodap1 entsprach, durfte es nicht zu einer Anfärbung der Neurone 
kommen. Dies ist tatsächlich der Fall, wie in Abbildung 3.7 zu erkennen ist. Die 
Zellkörper der Neurone des Nucleus nervi facialis sind nur schwer vom restlichen 
Gewebe zu unterscheiden, es ist wie erwartet nicht zu einer Farbreaktion 
gekommen. 
 
Da auch ein eventuell vorhandener Unterschied im Expressionsverhalten von 
Neurodap1 in Abhängigkeit von der Regenerationsdauer bestimmt werden sollte, 
wurde die in situ-Hybridisierung bei Tieren mit unterschiedlicher Überlebensdauer 
nach Axotomie untersucht. 
 
 
Abb. 3.6 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-
Sonde bei einem Tier mit 7 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite ; b : operierte 
Seite 
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Abb. 3.7 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Sense-
Sonde, 7 Tage post OP. a : nichtoperierte Seite ; b : operierte Seite 
 
Abbildung 3.8 zeigt die Kerngebiete des VII. Hirnnervs nach in situ-Hybridisierung mit 
einer Neurodap1-Antisense Sonde bei einem Tier nach 14 Tagen Regeneration, 
Abbildung 3.9 die bei einem Tier nach 21 Tagen Regeneration. Hier ist der 
Unterschied im Expressionsverhalten von Neurodap1 spezifischer mRNA zwischen 
operierter und nicht operierter Seite kleiner als bei dem oben beschriebenen Tier, bei 
welchem die Zeit für die Reparaturmechanismen nur 7 Tage betrug. Dieses Ergebnis 
fand sich bei allen von uns untersuchten Tieren. Der Unterschied zwischen der 
Expression von mRNA für Neurodap1 im peripheren Nervensystem geht also in 
Abhängigkeit von der Regenerationszeit zurück. 
 
Abb. 3.8 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-
Sonde bei einem Tier mit 14 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b : operierte 
Seite 
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Abb. 3.9 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-
Sonde bei einem Tier mit 21 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b : operierte 
Seite 
 
Um die Qualität der durchgeführten in situ-Hybridisierung an paraffinierten Schnitten 
sicherzustellen, wurde das Expressionsverhalten der wachstumsassoziierten 
Proteine SCG-10 und B50 untersucht, welche in der Literatur schon als nach 
Axotomie hochreguliert beschrieben wurden. [SCHMITT ET AL., 99, MASON ET AL., 02]. 
In den Abbildungen 3.10 und 3.11 sind Querschnitte durch den Nucleus nervi facialis 
mit einer SCG10 bzw. einer B50 Antisense Sonde dargestellt. Bei beiden Bildern 
zeigt sich eine deutlich erhöhte mRNA Expression auf der operierten im Vergleich 
zur nicht operierten Seite.  
 
Abb. 3.10 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer SCG10-Sonde. 
a : nichtoperierte Seite; b : operierte Seite 
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Abb. 3.11 : Nucleus nervi facialis nach in situ-Hybridisierung mit einer B50-Sonde. 
a : nichtoperierte Seite; b : operierte Seite 
 
 
3.4 Expression von Neurodap1 im Nucleus ruber nach spinaler 
Hemitranssektion 
 
Bei der Untersuchung der Bedeutung von Neurodap1 im Rahmen der Regeneration 
des zentralen Nervensystems sollte besonders auf eine eventuell vorhandene 
Abhängigkeit von der Regenerationszeit eingegangen werden. Die in dieser Arbeit 
untersuchten postoperativen Befunde waren nach 1, 4, 7, 14, 21, 28, 42 und 56 
Tagen erhoben worden. In den Abbildungen 3.12 bis 3.19 ist jeweils ein Querschnitt 
durch  das Rattenhirn  in Höhe der Pars magnocellularis  des Nucleus ruber  nach  
in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense Sonde zu den verschiedenen 
Zeitpunkten dargestellt. Auch hier kommt es ebenso wie beim Nucleus nervi facialis 
zu einer deutlich verminderten Expression von Neurodap1 auf der operierten Seite. 
Dieses Verhalten konnte bei allen untersuchten Tieren einer Zeitstufe nachgewiesen 
werden. Das Ergebnis der in situ-Hybridisierung steht damit in Diskrepanz zum 
Ergebnis durch die cDNA Arrays, bei welchen für Neurodap1 eine Geninduktion und 
damit eine Hochregulation im Nucleus ruber nach Axotomie nachgewiesen werden 
konnte. 
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Abb. 3.12 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 1 Tag Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.13 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 4 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite 
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Abb. 3.14 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 7 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 14 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite 
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Abb. 3.16 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 21 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.17 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 28 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite  
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Abb. 3.18 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 42 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.19 : Nucleus ruber nach in situ-Hybridisierung mit einer Neurodap1-Antisense-Sonde 
bei einem Tier mit 56 Tagen Regenerationszeit. a : nichtoperierte Seite; b: operierte Seite  
 
 
 
Der Unterschied in der Regulation bleibt bei der Expression der mRNA von 
Neurodap1 zu den unterschiedlichen postoperativen Zeitpunkten durchweg erhalten. 
Am 1. postoperativen Tag ist die Geninhibition genauso stark wie nach 8 Wochen. 
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Auch dies wurde durch alle Untersuchungen der von uns operierten Tiere bestätigt. 
Dies steht im Gegensatz zu den Befunden beim peripheren Nervensystem, bei 
welchem wir ebenfalls den Zeitverlauf der Regulation untersuchten und wo die 
Unterschiede zwischen operierter und nicht operierter Seite mit steigender 
Regenrationszeit, also andauernden Reparationsversuchen durch die Ratte 
nachließen. 
 
Vergleicht man die Neurone der operierten und der nicht operierten Seite 
miteinander, so fällt eine zunehmende Atrophie der Nervenzellen der operierten 
Seite auf. Besonders bei den Tieren mit acht Wochen Regenerationszeit ist die 
Größe der Nervenzellen deutlich zurückgegangen. 
 
Auch bei den in situ-Hybridisierungen im zentralen Nervensystem wurden zur 
Kontrolle in situ-Hybridisierungen mit der Neurodap1-Sense-Sonde durchgeführt. 
Diese zeigten alle, wie erwartet, kein spezifisches Signal. Abbildung 3.20 belegt dies 
repräsentativ, wodurch die Aussagekraft der in situ-Hybridisierungen unterstrichen 
wird. 
 
 
Abb. 3.20 :Nucleus ruber nach in situ - Hybridisierung mit einer Neurodap1-Sense-Sonde 
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4. Diskussion 
 
Zunächst werden die Ergebnisse des Atlas cDNA Expression Arrays diskutiert und in 
den Kontext der Literatur gebracht, bevor die Rolle von Neurodap1 bei der 
Regeneration im peripheren und zentralen Nervensystem analysiert wird. 
 
 
4.1 Ergebnisse des Atlas cDNA Expression Arrays 
 
Im Verlauf der Erforschung der molekularbiologischen Pathomechanismen, welche 
bei der Regeneration von Neuronen im zentralen und peripheren Nervensystem 
ablaufen, konnten bereits eine große Anzahl von Genen identifiziert werden, die den 
Verlauf der Heilung beeinflussen. Dies ist wichtig, da hierdurch die Möglichkeit 
besteht, Ansatzpunkte für Therapiekonzepte zu finden. So ist nach heutigem Stand 
der Erkenntnis das zentrale Nervensystem prinzipiell in der Lage, Nervenfasern nach 
deren Durchtrennung wieder aufzubauen [BÄHR UND BONHOEFFER, 1994; HERMANNS 
ET AL., 2006], die Regenerationsvorgänge werden allerdings durch andere Gene 
behindert. Gelingt es, diese die Regeneration inhibierenden Gene zu identifizieren 
und dann gezielt auszuschalten, wäre eine vollständige Genesung von Nervenfasern 
auch im zentralen Nervensystem denkbar. 
 
Die Identifikation der Gene, die die Heilung von Nervenfasern beeinflussen, erfordert 
spezielle molekularbiologische Techniken. Aus einem großen Pool von in Frage 
kommenden Genen müssen diejenigen herausgesucht werden, die am 
Heilungsprozess positiv oder negativ beteiligt sind. Dazu werden unter anderem seit 
längerem „gene fishing“- Methoden wie die ddPCR verwendet, um eine große Zahl 
an Genen gleichzeitig untersuchen zu können [LIANG, 2002]. In der vorliegenden 
Arbeit werden cDNA Atlas Arrays benutzt, da sie eine hervorragende Möglichkeit 
bieten, sehr viele verschiedene mRNA Expressionen zeitgleich zu analysieren. Sie 
haben daher in den letzten Jahren sehr an Bedeutung gewonnen. In der 
Querschnittslähmungsforschung werden Array-Verfahren eingesetzt, um mit einer 
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einzigen Versuchsreihe zu untersuchen, welche Gene eine Rolle bei der 
Regeneration von Neuronen spielen. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte dieses zu diesem Zeitpunkt neue 
Verfahren der Atlas cDNA Expression Arrays dazu benutzt werden, um am Beispiel 
des Nucleus ruber der Ratte neue Erkenntnisse über die postläsionale Regeneration 
zu erhalten. Es konnten durch Vergleich der Arrays der operierten und der nicht 
operierten Seite des Nucleus ruber viele Gene identifiziert werden, die nach 
Axotomie hochreguliert sind, bei denen also eine Verstärkung der Expressionsrate 
durch das Trauma stattgefunden hat. Die Richtigkeit der Ergebnisse wurde durch den 
Vergleich mit der Literatur bestätigt: Viele der Gene, die in der vorliegenden Arbeit 
durch die cDNA Arrays gefunden wurden, waren bereits in der Literatur als 
hochreguliert beschrieben. Exemplarisch werde einige davon im Folgenden 
aufgeführt:  
 
• Excitatory amino acid transporter 1 (EAAT1)  [VERA-PORTOCARRERO ET AL., 
2002] ist ein glialer Glutamattransporter, der sowohl rostral als auch kaudal der 
Läsion heraufreguliert wird, um die nach einer Axotomie auftretende 
neurotoxische Konzentration des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat 
zu regulieren.  
 
• Brain fatty acid-binding protein (B-FABP) [LIU ET AL., 1997] 
ist ein Protein, welches eine Rolle bei der Modulation von Fettsäuren spielt. Es 
kommt im Gehirn sowohl glial als auch neuronal vor [VEERKAMP, ZIMMERMAN, 
2001]. In neueren Studien kommt ihm Bedeutung als sensitiver Serummarker 
für Verletzungen des Gehirns [PELSERS ET AL., 2004] zu. So ist es auch nach 
akutem ischämischen Apoplex verstärkt exprimiert [WUNDERLICH ET AL., 2005]. 
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• Neuron-specific enolase (NSE) [LOY ET AL., 2005] 
ist ein hirnspezifisches Isoenzym des glykolytischen Enzyms Enolase und 
kommt im Zytoplasma von Neuronen vor [IWANAGA ET AL., 1989]. Es konnte 
gezeigt werden, dass der Serumspiegel von NSE im Blut mit dem Ausmaß 
einer Rückenmarksverletzung korreliert [CAO ET AL., 2008]. Daher wird es 
ebenso wie B-FABP als Marker verwendet. 
 
Da manche Gene in dem hier verwendeten Verfahren nur eine schwache Expression 
aufwiesen, musste die aus den Nuclei rubri der Ratten gewonnene mRNA zunächst 
verstärkt (amplifiziert) werden. Dies geschah durch die Optimierung der Zyklen der 
PCR (siehe Kapitel 2.5). Eine Amplifikation kann jedoch die Expressionsunterschiede 
verändern, da die Schwärzungskurven nicht linear sind. Wenn Schwärzungen zweier 
Spots nahe beieinander liegen, kann nach der Verstärkung der Unterschied 
verschwunden sein. Dies bedeutet, dass der Schwärzungsgrad eines Spots für ein 
Gen nicht sicher mit der Expressionsrate dieses Gens korreliert. Daher war es 
besonders wichtig, die Ergebnisse der cDNA Arrays durch die Literatur zu bestätigen, 
soweit die Expressionen bekannt sind. Zusätzlich müssen nach einer Amplifikation 
die Ergebnisse eines Arrays durch andere Tests, wie die in situ-Hybridisierung oder 
Immunhistochemie, bestätigt werden. 
 
Auch ohne die Amplifikation ist die Spezifität der cDNA Arrays nicht besonders hoch 
[HUNTER ET AL., 2008]. Darunter versteht man die Anzahl falsch positiver Ergebnisse, 
also Schwärzungen des Arrays an bestimmten Spots, obwohl das zugehörige Gen 
nicht in der Ausgangs-RNA vorhanden war. Diese geringe Spezifität haben sie mit 
anderen Screening Methoden gemeinsam. So erreicht die ddPCR nur eine Spezifität 
von maximal 50% [WAN ET AL., 1996 ]. In der neueren Version der Atlas cDNA 
Expression Arrays sind dementsprechend anstelle der 1176 Gene nur die Hälfte 
vorhanden. Dafür ist jedes Gen doppelt vertreten, was die Spezifität deutlich erhöht, 
da der nicht spezifische Hintergrund, welcher sich als über den gesamten Array 
verteilte Punkte darstellt, nicht so stark ins Gewicht fällt [RHEE ET AL., 1999]. 
Allerdings wird dadurch  mehr RNA in der Ausgangslösung benötigt.  
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In der vorliegenden Arbeit konnten mit den cDNA Arrays die Gene sicher identifiziert 
werden, welche nach der Axotomie hochreguliert werden. Gene, welche eine 
verminderte Expression nach Axotomie aufweisen, konnten nicht eindeutig bestimmt 
werden. Dies lag an den unterschiedlichen Schwärzungsintensitäten der 
Haushaltsgene auf den Arrays der operierten und der nicht operierten Seite. Deren 
Expressionen sollten immer gleich stark ausgeprägt und damit dann die Spots der 
Haushaltsgene immer gleich schwarz sein. Auf der anderen Seite heißt das aber 
auch, dass ein Gen, welches trotz dieser zusätzlichen Barriere einen Unterschied im 
Array zeigt und dort herauf reguliert ist, tatsächlich einen noch größeren Unterschied 
besitzen sollte. 
 
Ein offensichtlicher Grund für eine unterschiedliche Signalintensität könnte eine 
unterschiedliche Ausgangsmenge an RNA sein. Ist die Menge an RNA der nicht 
operierten Seite nach der Amplifizierung wesentlich größer als die Menge an RNA 
der operierten Seite, führt dies zu einer verstärkten Schwärzung des Röntgenfilms 
nach der Hybridisierung, denn der Unterschied wird durch die radioaktive Markierung 
nicht behoben. Dies ist aber in der vorliegenden Arbeit unwahrscheinlich, da der 
DNA- bzw. RNA-Gehalt der Proben photometrisch bestimmt wurde. Innerhalb der 
Messgenauigkeit der Photometrie waren die Mengen an RNA für die operierte und 
die nicht operierte Seite gleich. Für zukünftige Versuche sollte man die 
Ausgangsmenge an RNA mit genaueren Methoden, ähnlich denen für das Western 
Blotting, bestimmen. 
 
Ein weiterer möglicher Grund für eine Variation des Schwärzungsgrads könnte in 
einer nicht korrekten radioaktiven Markierung der cDNA vor der Hybridisierung 
liegen. Die Aktivität der cDNA nach Entfernung der nicht eingebauten 
Phosphornukleotide und der kleineren cDNA-Fragmente wurde mit einem Szintillator 
gemessen. Die gemessene Aktivität lag zwar mit 5,4x106 Zerfällen pro Minute im 
unteren Bereich der empfohlenen Ausgangsaktivität (Kapitel 2.6.2), war aber bei dem 
Array der operierten gleich groß wie bei dem der nicht operierten Seite. 
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Wie die histologischen Schnitte der Nuclei rubri der Ratten mit einer längeren 
Regenerationszeit zeigten, kommt es in den Neuronen der operierten Seite nach 
einiger Zeit zu einer Atrophie. Diese tritt ab der zweiten Woche nach Axotomie auf 
[TETZLAFF ET AL., 1991]. Auch dies könnte ein Grund für die unterschiedliche 
Intensität der Haushaltsgene sein, allerdings hatten die für den Array verwendeten 
Versuchstiere nur eine Regenerationszeit von einer Woche. 
 
Die Versuchsreihe mit den cDNA Arrays wurde insgesamt zweimal durchgeführt und 
bei beiden Reihen zeigte sich ein Ungleichgewicht in den Haushaltsgenen. Dies kann 
bei einer Auswahl von nur zweimal zwei Arrays zufällig sein. Da aber die Lizenz für 
die Menge an radioaktivem Material, welche für das Labor zur Verfügung stand, 
begrenzt war, konnten vorerst keine weiteren cDNA Arrayversuche gemacht werden. 
Die Menge an Phophor-32 Nukleotiden, mit Hilfe derer die cDNA radioaktiv markiert 
wird, muss verhältnismäßig hoch sein, um sicherzustellen, dass eine vollständige 
Markierung vorliegt. Es tritt daher ein hoher Überschuss auf. Ferner bleibt bei jedem 
Versuch eine gewisse Restmenge an radioaktiver Substanz übrig, welche ebenfalls 
zur Gesamtmenge an radioaktivem Material beiträgt. Damit war die genehmigte 
Menge ausgeschöpft.  
 
Ein weiterer Grund für das unterschiedlich starke Signal der Haushaltsgene zwischen 
operierter und nicht operierter Seite könnte methodisch bedingt sein: Durch eine 
günstigere Lage im Hybridisierungsofen oder beim Waschen des Arrays könnte eine 
bessere und damit signalintensivere Hybridisierung der einen Seite stattgefunden 
haben. Bei weiteren Versuchen sollte die Lage der Arrays im Hybridisierungsofen 
variiert werden, um so solche systematischen Fehler zu vermeiden. 
 
Mit den cDNA Atlas Arrays steht dem Labor eine gute Möglichkeit zur Verfügung, um 
sehr schnell viele Gene bezüglich eines bestimmten Merkmals oder Verhaltens 
untersuchen zu können. Es darf allerdings nicht vergessen werden, dass mit den 
1176 cDNAs nur eine relativ begrenzte Zahl an bekannten Genen untersucht werden 
kann, verglichen mit dem gesamten Genpool. Die neueren Microarrays bieten den 
Vorteil, mit ihnen nahezu das gesamte Genom untersuchen zu können, sind aber 
sehr teuer in der Anschaffung [PATEL, 2008; DUCRAY ET AL., 2007]. So können auf den 
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zurzeit erwerbbaren Microarrays 26.739 Gene der Ratte (Rattus norvegicus) 
zeitgleich untersucht werden [ROCHE NIMBLEGEN, 2009]. 
 
Unter den nach Axotomie verstärkt exprimierten Genen, welche durch die cDNA 
Arrays gefunden wurden, befand sich das Protein Neurodap1. Dieses war bisher nur 
im peripheren Nervensystem zu einem festen Zeitpunkt nach der Axotomie 
untersucht und dort als herunter reguliert beschrieben worden [NAKAYAMA ET AL., 
1995]. Daher haben wir unser Interesse diesem Gen zugewandt und sein Verhalten 
kurz nach den Operationen sowohl im peripheren als auch im zentralen 
Nervensystem und jeweils in Abhängigkeit von der Rekonvaleszenzzeit studiert, um 
so die Zeitabhängigkeit zu bestimmen. 
 
 
4.2 Neurodap1 Expression nach peripherer und zentraler Läsion 
 
Die Rolle von Neurodap1 im zentralen Nervensystem nach Axotomie wurde bisher in 
der Literatur noch nicht beschrieben. Da die Versuche mit den Atlas cDNA 
Expression Arrays als Ergebnis gezeigt hatten, dass Neurodap1 im ZNS nach 
Axotomie herauf- reguliert wird, erschien Neurodap1 als ein sehr wichtiges Gen, um 
die unterschiedlichen Regenerationsmechanismen nach Axotomie im peripheren und 
zentralen Nervensystem zu verstehen.  
 
Die Rolle von Neurodap1 wurde mit Hilfe des etablierten Verfahrens der in situ-
Hybridisierung genauer untersucht. Da es sich bei Neurodap1 um ein weitgehend 
unerforschtes Gen handelte, mussten zu diesem Zwecke zunächst Neurodap1-
spezifische RNA-Sonden hergestellt werden. Dies gelang dadurch, dass die 
Neurodap1-DNA zunächst isoliert und aufgereinigt wurde. Anschließend fand eine 
Klonierung der DNA statt, um hierauf eine in vitro-Transkription durchzuführen. 
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Die Qualität der in situ-Hybridisierung wurde überprüft, indem auch in situ-
Hybridierungen für SCG 10 und B 50 durchgeführt wurden. Beide zeigten eine 
deutliche Geninhibition nach peripherer Nervenläsion, was im Einklang mit der 
Literatur steht [SCHMITT ET AL., 1999;  MASON ET AL., 2002]. Weiterhin spricht für die 
Spezifität der in situ-Hybridisierung, dass die in situ-Hybridisierungen mit einer 
Sense-Sonde alle ungefärbt blieben. 
 
Die Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen zeigten, dass die Neurodap1 mRNA 
nach peripherer Nervendurchtrennung herunterreguliert wird. Dies steht im Einklang 
mit den Ergebnissen von Nakayama und Mitarbeitern [NAKAYAMA ET AL., 1995]. Diese 
hatten im Fazialismodell die Expression von Neurodap1 nach peripherer Axotomie 
nach einer Zeit von einem Tag untersucht. Als Versuchstiere wählten sie ebenso wie 
wir Sprague Dawley Ratten. Die Unterschiede im Expressionsverhalten wurden mit 
einer subtraktiven Hybridisierung ermittelt und dann mit Hilfe der in situ-
Hybridisierung genauer untersucht. Die Herunterregulierung von Neurodap1 nach 
einer Axotomie bedeutet, dass Neurodap1 für die direkt stattfindenden Prozesse 
nicht benötigt wird. 
 
Häufig ändert sich die Expression eines bestimmten Genes im Zeitverlauf, also in 
Abhängigkeit von der Zeitdauer, die den Neuronen zur Regeneration zur Verfügung 
steht [AL-HASHIMI UND WALTER, 2008]. Die Arbeitsgruppe um Nakayama hatte das 
Verhalten von Neurodap1 allerdings nur zu einem festen Zeitpunkt von einem Tag 
untersucht. Um eine mögliche Abhängigkeit der Geninhibition von der 
Regenerationsdauer aufzudecken, prüften wir das Expressionsverhalten bei Tieren, 
welchen 7, 14 Tage bzw. 21 Tage zur Erholung zur Verfügung standen. Dabei zeigte 
sich in der in situ-Hybridisierung interessanterweise bei allen Tieren ein Rückgang 
des Färbungsunterschiedes zwischen operierter und nicht operierter Seite. Je länger 
das Trauma also zurückliegt, desto mehr geht die Geninhibition von Neurodap1 
zurück bzw. desto mehr normalisiert sich die Expression von Neurodap1. 
 
Zusammenfassend kann man festhalten, dass im peripheren Nervensystem die 
Regulation von Neurodap1 nur in der unmittelbar postläsionalen Phase wesentlich 
für die Regeneration zu sein scheint. Nach zwei bis drei Wochen normalisiert sich die 
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Expression von Neurodap1. Da diesem Protein eine wichtige Rolle im Bereich der 
PSD und damit in der Interaktion zwischen Nervenzellen über Synapsen zukommt, 
ist dieses Ergebnis dadurch zu erklären, dass es nach einer gewissen Zeit nach 
Axotomie zu einer Regeneration der Nervenzellen kommt. Der für Neurodap1 
gefundene Zeitverlauf mit einem deutlichen Rückgang der unterschiedlichen 
Expression der mRNA der operierten und der nicht operierten Seite nach zwei 
Wochen steht in Einklang mit der Literatur bezüglich der Regenerationszeit nach 
peripherer Nervenläsion. So konnten Serpe et al. zeigen, dass es nach Läsion des 
Nervus facialis am Austritt aus dem Foramen stylomastoideum bei Mäusen nach ca. 
10 Tagen zu einer funktionellen Wiederherstellung mit Bewegung der Vibrissen 
kommt [SERPE ET AL., 2002]. Die „Wachstumsgeschwindigkeit“ des Nerven ist je 
nachdem, ob eine Quetschung oder Dissektion des Nerven stattgefunden hat 
unterschiedlich. Diese findet mit ca. 3-4 mm/Tag bei einer Quetschung versus 2-3 
mm/Tag nach einer Sektion statt [STOLL, MÜLLER, 1999]. Die Art und Weise, wie die 
Quetschung stattgefunden hat, hat keinen Einfluss auf die 
Regenerationsgeschwindigkeit [BRIDGE ET AL., 1994]. 
 
Auch im zentralen Nervensystem konnten durch in situ-Hybridisierungen mit der 
Neurodap1-spezifischen RNA-Sonde nachgewiesen werden, dass es nach Axotomie 
zu einer Geninhibition, das heißt, einer Herunterregulierung von Neurodap1 kommt. 
Das Verhalten von Neurodap1 ist also im peripheren und im zentralen Nervensystem 
zunächst gleich.  
 
Da auch im ZNS die Abhängigkeit des Expressionsverhalten von der 
Regenerationsdauer von Interesse ist, wurden Tiere untersucht, denen nach dem 
Trauma 1, 4, 7, 14, 28, 42 oder 56 Tage zur Erholung zur Verfügung standen. Dabei 
konnten eine wesentliche Abweichung vom Expressionsverhalten im PNS festgestellt 
werden: Vergleicht man die Intensitätsunterschiede der Färbungen durch die in situ-
Hybridisierungen im ZNS zu den verschiedenen Zeitpunkten miteinander, zeigt sich, 
dass der Unterschied in der Färbung zwischen operierter und nicht operierter Seite 
immer gleich ist. Im zentralen Nervensystem ändert sich also die Expression von 
Neurodap1 nach dem Trauma nicht mehr. Im peripheren Nervensystem hingegen 
war schon nach einer Regenerationsdauer von drei Wochen kein wesentlicher 
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Unterschied in der Expression zwischen der operierten und der nicht operierten Seite 
nachweisbar (siehe Abbildung 4.1).  
 
 
 
Abb. 4.1 : Vergleich der Zeitverläufe der Expression von Neurodap1 der operierten mit der 
nicht operierten Seite im peripheren (a) und zentralen (b) Nervensystem. 
 
Bemerkenswert ist dabei, wie rapide sich die Expression von Neurodap1 ändert: 
Schon nach einem Tag nach dem Trauma wurde der gleiche Unterschied in der 
Expression gefunden wie nach acht Wochen. Auch andere Studien, welche die 
Genexpression in der unmittelbaren Phase nach der Axotomie untersuchten, konnten 
zeigen, dass einige Gene schon sehr früh herauf oder herunter reguliert werden [DEL 
SIGNORE ET AL., 2006; DONG ET AL., 2006]. Eine Untersuchung einer Arbeitsgruppe um 
Byrnes konnte zeigen, dass es zwei verschiedene Expressionsmuster in der 
Reaktion der Mikroglia auf eine Rückenmarksverletzung gibt: Das erste tritt ca. 4 
Stunden nach dem Trauma auf mit Spitzenwerten zwischen 4 und 24 Stunden. So 
verhalten sich Interleukin-1beta, Interleukin-6, Osteopontin, Calgranulin und andere. 
Das zweite Muster tritt nach 24 Stunden auf mit Spitzenwerten zwischen 72 Stunden 
und 7 Tagen nach dem Trauma. Zu dieser Gruppe zählen C1qB, Galectin-3 und 
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p22(phox) [BYRNES ET AL., 2006]. Die Begründung sehen sie in der dualen Rolle der 
Mikroglia: zytotoxisch auf der einen Seite und neuroprotektiv auf der anderen. 
 
Unter Berücksichtigung der wichtigen Rolle von Neurodap1 bei der Ausbildung von 
Synapsen zeigt dieses Ergebnis, dass im zentralen Nervensystem die Neurone auch 
nach einer längeren Regenerationszeit nicht  neue Synapsen ausbilden [SCHWAB UND 
BARTHOLDI, 1996].  Wir nehmen daher an, dass die Expression von Neurodap1 von 
anderen Mechanismen unterdrückt wird. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen 
vieler anderer Gene: das ZNS ist prinzipiell durchaus in der Lage, eine Regeneration 
von Nervenfasern stattfinden zu lassen, diese wird dann allerdings unterdrückt [BÄHR 
UND BONHOEFFER, 1994]. So könnte die Herunterregulation von Neurodap1 mit ein 
Grund dafür, dass es im ZNS nicht zu einer vollständigen Regeneration nach Trauma 
kommen kann.  
 
Neurodap1 gehört durch das unterschiedliche Verhalten in den beiden 
Nervensystemen somit zu den Genen, welchen besondere Bedeutung beim 
Verständnis der molekularbiologischen Pathomechanismen zukommt. 
 
Bei der Interpretation der Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen ist zu 
berücksichtigen, dass nur eine qualitative Abschätzung der Färbeintensität in 
Relation zwischen der operierten und der nicht operierten Seite gemacht werden 
konnte. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass es nicht zu 
Fehleinschätzungen z.B. aufgrund der nach einiger Zeit stattfindenden Atrophie der 
Neuronen der operierten Seite kam. In zukünftigen Untersuchungen könnte man an 
Validität gewinnen, wenn eine computer-assistierte Quantifizierung der 
Färbeintensität und damit der Expression von Neurodap1 verwendet würde. Dies 
kann z.B. durch eine Fluoreszenzmarkierung, wie in der FISH (Fluorescence in situ 
hybridization) Methode, geschehen [LEVSKY, SINGER, 2003]. 
 
Um zu verstehen, warum eine komplette Wiederherstellung im ZNS nicht stattfindet, 
ist es weiterhin zentrale Aufgabe der experimentellen Paraplegieforschung, diese 
Mechanismen aufzuklären und zu untersuchen. Es besteht die Hoffnung, dass es 
nach Ausschaltung von regenerationsunterdrückenden Mechanismen zu einer 
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vollständigen Wiederherstellung von Neuronen und Synapsen wie beim PNS 
kommen kann. Dies würde sich dann unter anderem in einer Normalisierung der 
Expression von Neurodap1 zeigen.  
 
Bei der Interpretation der Rolle von Neurodap1 nach Axotomie im zentralen und 
peripheren Nervensystem muss berücksichtigt werden, dass Neurodap1 zwar eine 
Rolle in der PSD von großen Nervenzellen spielt, aber nur bei 35% der PSD des 
Nucleus nervi facialis zu finden war. In weiteren Untersuchungen sollte die Aufgabe 
und Wirkung von Neurodap1 in Neuronen und Synapsen genauer erforscht werden. 
Durch Identifikation der PSD, welche immer mit Neurodap1 assoziert sind, könnte die 
Funktion besser verstanden werden. Dann könnte ein therapeutischer Ansatzpunkt 
die Applikation von Neurodap1 nach Axotomie sein. So wie es nach der Gabe von 
BDNF im ZNS zu einer Regeneration und Prävention der Atrophie kommt [KOBAYASHI 
ET AL., 1997], könnte die Gabe von Neurodap1 zur Ausbildung von Synapsen führen 
und so schließlich helfen, zu einer vollständigen Wiederherstellung nach 
Querschnittslähmung zu gelangen. 
 
 
 
 
4.3 Vergleich des Ergebnisses des  Atlas cDNA Expression Arrays 
mit der in situ- Hybridisierung 
 
Die cDNA Arrays hatten gezeigt, dass Neurodap1 im zentralen Nervensystem nach 
Axotomie heraufreguliert wird, dass es also zu einer verstärkten Expression von 
Neurodap1 kommt. Die genauere Untersuchung mit dem etablierten Verfahren der in 
situ-Hybridisierung hatte das entgegengesetzte Ergebnis gebracht, nach dem es 
nach einer Axotomie sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem zu 
einer verminderten Expression von Neurodap1 kommt.  
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Ein offensichtlicher Grund wäre die Verwechslung der operierten und der nicht 
operierten Seite miteinander. Allerdings haben sich andere Gene erwartungsgemäß 
verhalten, was diese Erklärung ausschließt.  
 
Durch die Nichtlinearität der Amplifikation der RNA wurden Unterschiede zwischen 
der operierten und der nicht operierten Seite verschoben. Dies führt zu einer 
Abschwächung der Aussagekraft des Arrays. Ein Verzicht auf diese Amplifikation 
würde allerdings bedeuten, dass große Mengen an Ausgangs-RNA benötigt würden, 
wodurch sich die Anzahl der Tierversuche erheblich vergrößert.  
 
Ebenso kann es sein, dass die radioaktive Markierung der cDNA nicht gleichmäßig 
stattgefunden hat. Dies führt zu falschnegativen Ergebnissen und schwächt damit die 
Sensitivität der Arrays. Die Spezifität, d.h. das Maß an falschpositiven Ergebnissen, 
kann durch eine nicht spezifische Sequenz für Neurodap1 auf dem Array 
abgeschwächt werden. Zu berücksichtigen ist ebenfalls, dass die Spezifität der 
Generation an Arrays, welche in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, nicht 
besonders hoch ist, da jedes Gen nur einmal auf dem Array vorkommt. Dadurch fällt 
der Hintergrund, d.h. die auf dem Array statistisch verteilten Schwärzungen, viel 
stärker in Gewicht. Aus diesem Grund werden auf den neueren Arrays der Firma 
Clontech nur die Hälfte der Gene aufgebracht. Diese allerdings doppelt vertreten, um 
die Arrays spezifischer zu machen. Auf den neuerdings im Einsatz befindlichen 
Microarrays ist jedes Gen bis zu 12 Mal vertreten, wodurch ein zufälliges 
Hintergrundsignal eindeutig identifiziert werden kann [ROCHE NIMBLEGEN, 2009].  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit den cDNA Arrays eine große Menge 
an Genen zeitgleich untersucht werden kann, es handelt sich um ein sehr gutes 
Screeningverfahren. Die Ergebnisse müssen dann allerdings zwingend durch ein 
etabliertes molekularbiologisches Verfahren wie die in situ-Hybridisierung oder die 
Immunhistochemie verifiziert werden. 
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6. Appendix 
 
 
 Tabelle 6.1  
Auswertung der Arrays der operierten und der nicht 
operierten Seite des Nucleus ruber mit Schwärzungsgraden 
nach 1, 4 und 11 Tagen. 
 
 
 
 Tabelle 6.2  
Liste der hochregulierten Gene beim Array 
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Tab. 6.1 : Auswertung der Arrays der operierten und der nicht 
operierten Seite des Nucleus ruber mit Schwärzungsgraden nach 1 
(1d), 4 (4d) und 11(11d) Tagen, jeweils 7 Tage post OP. 
 
 
 A 1 h   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 A 2 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 A 2 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 A 3 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 A 4 m   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 A 5 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 A 6 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 A 6 j   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 A 6 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 A 8 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
A 8 b    
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ██ II 
 
 
 A 8 d   
  1d   1   
  1d   2 ██ II 
  4d   1   
  4d   2 ███ III 
11d   1   
11d   2 ███ III 
 
 
 A 8 e   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ███ III 
 
 
 A 8 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2 █ I 
 
 
A 9 g    
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
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 A 9 n   
  1d   1 ████ IV 
  1d   2 ████ IV 
  4d   1 █████ V 
  4d   2 █████ V 
11d   1 █████ V 
11d   2 █████ V 
 
 
 A 11 d   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2   
 
 
A 11 e    
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
 
 
 A 11 f   
  1d   1   
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
 
 
 A 12 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 █ I 
11d   2 █ I 
 
 
A 12 d    
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 A 13 k   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 A 13 l   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 A 14 b   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 A 14 d   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
 
 
 A 14 g   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1   
  4d   2 ███ III 
11d   1 █ I 
11d   2 ███ III 
 
 
 A 14 i   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 A 14 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
 
 
 A 14 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 A 14 n   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2   
 
 
 
 
 
 
   
Kapitel 6  Appendix 
 
- 103 -
 B 1 h   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 B 5 d   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 B 7 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 █ I 
 
 
 B 7 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 B 8 b   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 B 8 j   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 B 9 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 B 9 n   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 B 10 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 █ I 
  4d   2   
11d   1   
11d   2   
 
 
 B 10 b   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 █ I 
11d   2 ███ III 
 
 
 B 10 i   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1 █ I 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 B 10 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 B 12 f   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 B 12 h   
  1d   1 ████ IV 
  1d   2 ████ IV 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 █████ V 
11d   1 █████ V 
11d   2 █████ V 
 
 
 B 12 k   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2   
11d   1 ███ III 
11d   2   
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 B 13 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 B 13 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 B 13 d   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 B 13 j   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 
 B 13 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 B 14 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 B 14 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 B 14 c   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 B 14 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 B 14 g   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 B 14 j   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 
 C 1 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 1 h   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 1 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
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 C 1 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 C 1 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 C 2 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 C 2 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 2 g   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 2 i   
  1d   1 ███ III 
  1d   2 ████ IV 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 2 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 2 n   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 3 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 3 f   
  1d   1 ████ IV 
  1d   2 ████ IV 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 █████ V 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 3 g   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ███ III 
 
 
 C 3 i   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 3 j   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2 ███ III 
 
 
 C 3 k   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 3 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
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 C 4 a   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ████ IV 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 C 4 b   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 C 4 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 4 d   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 4 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 C 4 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 5 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 6 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 6 h   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 6 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 8 m   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 8 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 9 h   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 C 10 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2 ███ III 
 
 
 C 10 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
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 C 10 m   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 C 11 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 C 11 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2 █ I 
 
 
 C 11 d   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 11 e   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 11 f   
  1d   1   
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 C 11 g   
  1d   1   
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 11 i   
  1d   1   
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ██ II 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 11 j   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 C 11 k   
  1d   1   
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 11 l   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 11 m   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 11 n   
  1d   1   
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 12 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ██ II 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 12 b   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
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 C 12 d   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ██ II 
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 C 12 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 C 12 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 12 l   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ███ III 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 
 C 13 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 C 13 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 C 13 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 C 13 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 
 D 7 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 
 D 9 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 █ I 
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 D 13 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 █ I 
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 D 14 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
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 E 1 b   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 █ I 
 
 E 1 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
 
 E 3 h   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
 
 
 E 6 e   
  1d   1 ████ IV 
  1d   2 ████ IV 
  4d   1 ████ IV 
  4d   2 █████ V 
11d   1 ████ IV 
11d   2 █████ V 
 
 
 E 9 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 
 E 10 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 
 E 10 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 E 11 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 █ I 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 E 11 m   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 █ I 
 
 
 E 12 l   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 E 13 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 E 14 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 E 14 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
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 F 1 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 ██ II 
 
 F 1 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2   
 
 F 3 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 ███ III 
 
 
 F 3 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 3 n   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2   
 
 
 F 4 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 F 4 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 F 4 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 4 h   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
 
 
 F 4 k   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
 
 
 F 4 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 
 F 5 f   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 5 h   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 F 5 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 F 6 l   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
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 F 8 g   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ███ III 
 
 F 9 f   
  1d   1 █ I 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 F 9 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 9 h   
  1d   1 █ I 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 9 k   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 9 l   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 9 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 9 n   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 10 a   
  1d   1   
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ██ II 
11d   2 ███ III 
 
 
 F 10 b   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 10 c   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2   
11d   1 ██ II 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 10 d   
  1d   1 █ I 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ███ III 
11d   2 ████ IV 
 
 
 F 10 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1   
11d   2   
 
 
 F 10 f   
  1d   1 ██ II 
  1d   2 ██ II 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ███ III 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ████ IV 
 
 
 F 10 g   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2 █ I 
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 F 10 h   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 █ I 
11d   1 █ I 
11d   2 █ I 
 
 F 10 i   
  1d   1 █ I 
  1d   2 █ I 
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ███ III 
11d   2 ██ II 
 
 F 10 k   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 F 10 l   
  1d   1 ██ II 
  1d   2   
  4d   1 ███ III 
  4d   2 ██ II 
11d   1 ████ IV 
11d   2 ██ II 
 
 
 F 10 m   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1 ██ II 
11d   2   
 
 
 F 11 a   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2   
11d   1   
11d   2 █ I 
 
 
 F 11 e   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1   
  4d   2 █ I 
11d   1   
11d   2   
 
 
 F 13 n   
  1d   1   
  1d   2   
  4d   1 █ I 
  4d   2   
11d   1 █ I 
11d   2 ██ II 
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Tab. 6.2 :  Liste der hochregulierten Gene beim Array, 7 Tage post OP 
 
 
Ort Unterschied Accession Classification Name 
A 03 l 2 U31367 Cell Surface Antigens; Other Trafficking  & 
Targeting Proteins 
MAL; T-lymphocyte maturation-associated protein; myelin 
protein MVP17 
A 08 a 2 Y00047 DNA Polymerases, Replication Factors & 
Topoisomerases 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ; cyclin 
A 08 d 3 X16956; 
U26663 
Major Histocompability Complex Proteins microglobulin; beta-2-microglobulin; prostaglandin receptor 
F2a 
A 14 g 2-3 X02904 Metabolism of Cofactors, Vitamins & Related 
Substances; Xenobiotic    Metabolism; Other 
Stress Response Proteins 
glutathione S-transferase P subunit; GST subunit 7 pi 
(GST7-7) 
B 01 h 1-2 Y00404 Other Metabolism Enzymes copper-zinc-containing superoxide dismutase 1 (Cu-Zn 
SOD1) 
B 08 j 1-2 S59158 Symporters & Antiporter excitatory amino acid transporter 1 (EAAT1); sodium-
dependent glutamate / aspartate transporter 1 (GLAST1); 
solute carrier family 1 member 3 (SLC1A3) 
B 10 b 2 J02701 ATPase Transporters sodium/potassium-transporting ATPase beta 1 subunit 
(ATP1B1) 
B 13 n 2 M93669 Other Trafficking and Targeting Proteins secretogranin II precursor (SGII; SCG2); chromagranin C 
(CHGC) 
B14 a 2 M24104 ; 
J04827 
Other Trafficking and Targeting Protein synaptobrevin1 (SYB1); vesicle-associated membrane 
protein 1 (VAMP1) 
B 14 j 2 X52772 Other Trafficking and Targeting Proteins; 
Calcium-Binding Proteins 
synaptotagmin I 
C 01 f 1-2 U02096 Other Trafficking and Targeting Proteins brain fatty acid-binding protein (B-FABP); FABP7; brain 
lipid-binding protein (BLBP) 
C 01 k 2 D32249 Other Trafficking and Targeting Proteins Neurodegeneration Associated Protein 1 (Neurodap 1) 
C 01 n 2 X74401 Other Trafficking and Targeting Proteins; rab GDI, beta species, ras related GTPase 
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GTP/GDP Exchangers & GTPase Activity 
Modulators; Other Intracellular Transducers, 
Effectors & Modulators  
C 02 a 1-2 U07952 Other Trafficking and Targeting Proteins; 
GTP/GDP Exchangers & GTPase Activity 
Modulators; Other Intracellular Transducers, 
Effectors & Modulators 
RAB GDP dissociation inhibitor alpha (RAB GDI-alpha; 
RABGDIA; GDI 1) 
C 02 b 2 X52625 Simple Carbohydrate Metabolism cytosolic hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMG-CoA 
synthase; 
HMGCS 1); 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA synthase 
C 02 
m 
2 AF019973 Energy Metabolism neuron-specific enolase (NSE); gamma enolase; 2-
phospho-D-glycerate hydrolase 
C 02 n 1-2 D10952; 
X14208 
Energy Metabolism cytochrom c oxidase polypeptide Vb precursor (COX5b) 
C 03 j 3 X15030 Energy Metabolism mitochondrial cytochrome c oxidase polypeptide Va 
(COX5A) 
C 04 d 1-2 X56133 Energy Metabolism; Other Intracellular 
Transducers, Effectors &Modulators 
ATP synthase, H+, alpha subunit, mitochondrial 
C 04 e 1-2 D88890 Energy Metabolism; Simple Lipid Metabolism cytosolic acyl-CoA thioester hydrolase (ACT); long chain 
acyl-CoA hydrolase (LACH1; ACH1) 
C 04 g 2 X59737 Energy Metabolism; Nucleotide Metabolism ubiquitous mitochondrial  creatine kinase precursor 
(U_MTCK; CKMT1); acidic-type mitochondrial creatine 
kinase (MIA-CK) 
C 05 l 2 J05107 Complex Lipid Metabolism corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1 (11-DH); 
11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 1 (11-beta-HSD1) 
C 06 f 2 U07683 Complex Lipid metabolism 2-hxdroxyacylsphingosine 1-beta-galactosyltransferase 
precursor; UDP- galactose-ceramide galactosyltransferase; 
ceramide UDP- galactosyltransferase; cerebroside 
synthase 
C 06 h 2 D37920 Complex Lipid Metabolism squalene monooxygenase; squalene epoxidase (SQLE; 
SE); ERG1 
C 10 a 3 ? X13817 Calcium-Binding Proteins calmodulin (CALM; CAM) 
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C 11 e 1-2 M18547 Ribosomal Proteins 40S ribosomal protein S12 (RPS12) 
C 11 g 1-2 X62146; 
S37517 
Ribosomal Proteins ribosomal protein L11 
C 11 i 2 X87106 Ribosomal Proteins ribosomal protein L10 
C 11 k 1-2 X51707 Ribosomal Proteins 40S ribosomal protein S19 (RPS19) 
C 11 n 2 K03250 Ribosomal Proteins 40S ribosomal protein S11 (RPS11) 
C 12 a 1-2 ? K02933 Ribosomal Proteins 40S ribosomal protein S17 (RPS17) 
C 13 f 2 S68987; 
S68989 
Chromatin Proteins    Set beta isoform + Set alpha isoform; neural plasticity-
related protein 
D 07 a 2 X97121 Hormone Receptors; G Protein-Coupled 
Receptors   
neurotensin receptor type 2 (NTSR2; NTR2); high-affinity 
levocabastine- sensitive neurotensin receptor 
E 10 l 2 M35862 Intracellular Kinase Network Members   Mak; male germ cell-associated kinase; highly expressed 
at and after meiosis 
F 01 b 2 X67241 Intracellular Adaptors & Receptor-Associated 
Proteins 
guanine nucleotide release/exchange factor (GNRP); ras-
GFR; sos 
F 03 b 3 L26986 Adenylate/Guanylate Cyclases & Diesterases    adenylyl cyclase type VIII (ADCY8); ATP pyrophosphate 
lyase; Ca2+/calmodulin-activated adenylyl cyclase 
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